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Humane Papillomaviren (HPV) verursachen benigne und maligne Läsionen der (mukosalen) 
Epidermis. Sie sind streng wirtsspezifisch und infizieren basale Keratinozyten. Der low risk α- 
humane Papillomavirus 11 verursacht rezidivierende Kondylome des Anogenitaltrakts und orale, 
respiratorische und den Larynx betreffende Papillome (Conway und Meyers 2009, Archambault 
und Melendy 2013). Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss des viralen Early Proteins 2 (E2) auf die 
regulatorische Einheit des humanen Papillomavirus 11 in vivo unter simultanem Einfluss von 
Dexamethason und UVB zu untersuchen. Mithilfe transgener Mauslinien wurde gezeigt, dass E2 
einen statistisch signifikanten reprimierenden Einfluss auf die HPV11 URR bei zeitgleicher 
Dexamethasonbehandlung hat.  
Bei dem Early Protein 2 (E2) handelt es sich um den wichtigsten viralen Transkriptionsfaktor, der 
an vier Transkriptionsfaktorbindungsstellen in der nicht kodierenden HPV11 Upstream 
Regulatory Region (URR) bindet. Die HPV11 URR enthält den Early Promoter, ein Enhancer 
Element mit Transkriptionsfaktorbindungsstellen für zelluläre Proteine und ein Glukocorticoid 
Response Element (GRE). In vitro ist die Funktion von E2 abhängig von dessen Konzentration, 
alternativen Splicing Events, Phosphorylierungen und epigenetischen Modifikationen der E2 
DNA Bindungsstellen (Steger und Corbach, 1997; Bouvard et al., 1994). Zusätzlich initialisiert 
E2 die virale Replikation (Frattini et al.; 1996, Stubenrauch et al.; 1998, Chow et al., 2010) und 
verankert das Virusgenom am Spindelapparat der Wirtszelle (You, Croyle et al. 2004, Baxter, 
McPhillips et al. 2005, Abbate, Voitenleitner et al. 2006, Wu, Lee et al. 2006, Schweiger, 
Ottinger et al. 2007). Der Open Reading Frame (ORF) des E2 Gens wird häufig bei der 
Integration des viralen Episoms in das Wirtsgenom deletiert.  
Im doppeltransgenen Mausmodell für die HPV11 Upstream Regulatory Region und das HPV11 
E2 Protein (HPV11 URR- lacZ x UBC- E2) konnte mithilfe des Reportergens lacZ und dessen 
Proteinprodukt ȕ- Galaktosidase gezeigt werden, dass die HPV11 URR ausschließlich in 
murinen Haarfollikeln aktiv ist. Dies war deckungsgleich mit dem Phänotyp einfach transgener 
HPV11- lacZ Mäuse (Schenkel, Gaissert et al. 1999). Die Aktivität der HPV11 URR wurde 
indirekt durch den Immunfluoreszenznachweis des Reporterproteins ȕ- Galaktosidase oder 
durch dessen Umsatz des artifiziellen Substrats 5- Brom- 4- chlor- 3- indoxy- ȕ- D- 
galactopyranosid zu 5- Brom- 4- chlor- indoxyl nachgewiesen. Anhand konfokaler, axial 




Quantifizierung der Fluoreszenzintensitäten durchgeführt und ermöglichte die relative 
Mengenbestimmung des Reporterproteins und somit der Aktivität der HPV11 URR. Diese und 
die Varianz stiegen unter dem Einfluss von E2 nicht signifikant. Sowohl das Lebensalter der 
Mäuse als auch die UVB Behandlung, welche in homo die HPV URR Aktivität steigert, hatten 
keinen nachweisbaren Einfluss auf die Interaktion von E2 mit der HPV11 URR. Durch die 
Behandlung mit dem Glukocorticoid Dexamethason wurde das Binden an die Glukocorticoid- 
Bindungsstelle in der HPV11 URR simuliert (Schenkel, Gaissert et al. 1999). Die Anzahl HPV11 
URR Aktivität zeigender Haarfollikel nahm sowohl in einfach transgenen HPV11 URR- lacZ, als 
auch in doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tieren nach 24 Stunden signifikant ab. 
Allerdings zeigten die doppeltransgenen HPV11 URR-lacZ x UBC- E2 Tiere einen 
kontinuierlichen Rückgang der Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikeln, während 
bei den einfach transgenen HPV11 URR Tieren erst dem signifikanten Anstieg nach sechs 
Stunden die Abnahme an Transgenaktivität zeigender Haarfollikel folgt.  
Schlussfolgernd führte E2 intrazellulär zu einem nicht signifikanten Anstieg der HPV11 URR 
Aktivität und deren Varianz. Die Dexamethasonbehandlung gemeinsam mit der Präsenz von E2 
wiederrum verursachte eine signifikante, kontinuierliche Repression der HPV11 URR Aktivität. 
Abstract 
 
Human Papillomaviruses (HPVs) are associated with both benign and malignant diseases of the 
(mucosal) epidermis in human. The small, non- enveloped DNA viruses are host specific for 
basal differentiating keratinocytes. The low risk α- human Papillomaviruses HPV11 causes 
recurrent respiratory, oral, and laryngeal papillomatosis, and anogenital condylomata (Conway 
and Meyers 2009, Archambault and Melendy 2013). The aim of this study was to investigate the 
influence of the Early Protein 2 (E2) on the HPV11 Upstream Regulatory Region (URR) in vivo 
with a transgenic mouse model for the first time. E2 activates HPV11 URR activity none 
significantly, but under the simultaneous influence of the glucocorticoid Dexamethasone, E2 
leads to a significant rise in HPV11 URR activity. 
E2 is the most important HPV transcription factor. Four transcription factor binding sites for E2 
are found in the non- coding Upstream Regulatory Region of HPV11. The HPV11 URR encodes 
for an enhancer element, several binding sites for cellular host transcriptions factors and the 




events in vitro (Steger und Corbach, 1997; Bouvard et al., 1994). The differences are due to the 
varying binding strength to the four transcription factor binding sites and their varying 
occupancy. Epigenetic influences may affect the DNA binding of E2, too. In addition, E2 plays 
an important role in replication of the circular viral DNA (Frattini et al.; 1996, Stubenrauch et al.; 
1998, Chow et al., 2010) and it ensures a persistent virus infection by anchoring the viral 
episome to the spindle apparatus of the host cell (You et al., 2004). Upon integration of the viral 
episome into the host genome, the open reading frame of E2 is deleted frequently. 
In the double transgenic mouse model, carrying the HPV11 URR and the open reading frame for 
E2 (HPV11 URR- lacZ x UBC- E2), the HPV11 URR is only active in hair follicle bulge und bulbe 
cells (Duwe 2009), congruent with single HPV11 URR transgenic mice (Schenkel, Gaissert et al. 
1999). By the presence of E2 rises the amount of HPV11 URR activity showing hair follicles and 
their variance non- significantly. HPV11 URR activity was shown by fluorescence 
immunochemistry and by the metabolic turnover of 5- Brom- 4- chlor- 3- indoxy- ȕ- D- galacto-
pyranosid to 5- Brom- 4- chlor- indoxyl catalysed by the reporter protein ȕ- Galactosidase. 
Fluorescence signal intensity of the HPV11 URR driven reporter protein rises together with its 
variance under the influence of E2. Quantitation took place by confocal microscopy, axial stack 
scanning, eliminating background signal and normalization by DAPI (4′, 6- Diamidin- 2- 
phenylindol) which is a DNA intercalating fluorophore. Age and UVB treatment did not change 
the experimental outcome, whereas treatment with the glucocorticoid Dexamethason down 
regulates HPV11 URR activity in in a linear manner over time. Dexamethason binds to the 
Glucocorticoid Binding Site (GRE) in the enhancer region of HPV11 URR. In HPV11 URR- lacZ 
x UBC- E2 double transgenic mice, reduction takes place continuously from zero to twenty- four 
hours after treatment, whereas in HPV11 URR a rise of HPV11 URR activity showing hair follicle 
after six hours after treatment can be recorded, subsequently followed by a drop down of HPV11 
URR activity showing hair follicle. 
The transcription factor E2 fulfills a modulating role of the HPV11 URR activity in the transgenic 
mouse model. It could be shown that HPV11 E2 is able to up regulate HPV11 URR activity and 
its variance without artificial exogenic conditions and to down regulate HPV11 URR activity in a 
linear manner under the influence of Dexamethasone in vivo for the first time. 
 





1.1. Humane Papillomaviren 
 
Papillomaviridae infizieren streng wirtsspezifisch epidermale und mukosale Keratinozyten eines 
breiten Spektrums an Spezies und können langwierige, schwer behandelbare Infektionen 
hervorrufen. Humane Papillomaviren (HPV) sind nicht ummantelte, ikosaedrische DNA- Viren 
mit einem Durchmesser von 55 nm.  
Mukosotrope humane Papillomaviren sind die am häufigsten sexuell verbreiteten Pathogene 
weltweit (Stanley 2012). Obwohl 90 % der HPV- Infektionen innerhalb von zwei Jahren zu einer 
physiologischen HPV- Clearance führen (Das, Bhattacharjee et al. 2010, Crow 2012), lassen sie 
sich kausal mit dem Entstehen von (squamösen) Plattenepithelzellkarzinomen im 
Anogenitaltrakt, Pharynx, Trachea, Larynx und Isthmus in Verbindung bringen (Johannsen und 
Lambert 2013).  
 
1.1.1. Lebens- und Infektionszyklus  
 
Der vegetative virale Lebenszyklus der humanen Papillomaviren ist an die Differenzierung der 
infizierten Keratinozyten der (mukosalen) Epidermis gekoppelt.  
Durch Läsionen der äußeren Epidermis werden proliferierende, basale Keratinozyten infiziert. 
Durch die Interaktion des bedeutendsten Viruskapsidproteins Late Protein 1 (L1) mit Heperan 
Sulfatproteoglycanen und Integrinen, welche insbesondere bei der Wundheilung eine Rolle 
spielen, gelingt dem Virus die Aufnahme in die Wirtszelle. Das HPV Late Protein 2 (L2) 
unterstützt die Virusaufnahme durch spezifische Interaktion mit Annexin A2, selbst Substrat der 
Src Proteinkinase (Woodham, Da Silva et al. 2012). Dadurch verhindert HPV L2 die endosomale 
Verdauung des Virus (Park und Hur 2013). HPV11 Virione binden spezifisch an Laminin5, 
welches von basalen und differenzierenden Keratinozyten in die extrazellulären Matrix 
abgegeben wird (Culp, Budgeon et al. 2006). In der Zelle gelangt das Viruspartikel zur 
nukleären Membran. Dort bleiben die Kapsidproteine L1 und L2 zurück. Die Virus DNA formt 
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Komplexe mit Kapα2ȕ1 Heterodimeren durch die Interaktion mit Kapα2 Adaptern, um in den 
Nukleus transportiert zu werden (Nelson, Rose et al. 2000, Nelson, Rose et al. 2002). Durch die 
direkte Transkription der Early Gene, s. Abschnitt 1.2, wird die Virus Replikation, die 
Transkription viraler Gene und somit das Umgehen des Immunsystems des Wirts, des 
Zellzyklusarrests und der Apoptose ermöglicht. Eine Viruslast von 50- 200 Virus DNA Kopien 
pro Zelle wird in primär infizierten basalen Keratinozyten erreicht (Wilson, Fehrmann et al. 2005, 
Wilson, Ryan et al. 2007). Die virale Replikation wird an den Differenzierungsstatus der 
infizierten Keratinozyten angepasst; transiente Infektionen erfolgen durch Seneszenz der 
ausdifferenzierten Keratinozyten ohne vorige Immortalisierung (zur Hausen 2002). Die 
Produktion neuer Viruspartikel findet in dem Stratum lucidum und corneum statt (s. Abbildung 1) 
und ist durch die Produktion der beiden L- Proteine und die Erhöhung der Viruslast auf 1000 
Virione pro Zelle gekennzeichnet. Virusgenome werden mit den Histonen H2A, H2B, H3 und H4 
in Viruspartikel verpackt und aus der seneszenten Zelle entlassen.  
 
 
Abbildung 1: Das ausdifferenzierende mukosale Epithel ist mit der entsprechenden Produktion viraler 
Proteine durch die Regulation des frühen (P97) oder späten (P670) Promoters und deren Funktion innerhalb 
des viralen Lebenszyklus nach einer HPV16 Infektion dargestellt (Doorbar 2006). 
 
Die Integration des viralen Episoms in das Wirtsgenom stellt keinen Teil des physiologischen 
Replikationszyklus dar. Sie ist häufig in transformierten Epidermiszellen zu finden. Integrierte 
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Virusepisome verändern das Transkriptom der Wirtszelle, Onkogentranskripte werden 
amplifiziert, Repressoren unterdrückt. Zusätzlich fördert die Integration die inter- und 
intrachromosomale Umordnung (Parfenov, Pedamallu et al. 2014).  
Klinisch werden die Transformationsstadien des zervikalen Gewebes in CIN1, CIN2, CIN3 
(cervical intraepithelial neoplasia 1, 2, 3), CIS (Carcinoma in situ) mikroskopisch mittels 
Papanicalaou- Smear Test klassifiziert (s. Abbildung 2) und anschließend HPV DNA isoliert, 
mittels PCR amplifiziert und mittels Southern Blot detektiert (Molijn, Kleter et al. 2005). Die 
Viruslast als Biomarker für die Entstehung von Läsionen wird kontrovers diskutiert (Lillsunde 
Larsson, Helenius et al. 2014), denn Plattenepithelzellkarzinome zeigen unterschiedliche HPV 
DNA Mengen (Das, Bhattacharjee et al. 2010).  
Neben der horizontalen, sexuellen Transmission, findet auch eine vertikale Transmission statt: 
perikonzeptuell (Lai, Yang et al. 1996, Giovannelli, Migliore et al. 2007, Foresta, Ferlin et al. 
2011), prä- und perinatal (Younes, Csire et al. 2009, Freitas, Mariz et al. 2013). 
 
 
Abbildung 2: Stufenweise Transformation von gesundem Zervixgewebe (links) in ein Zervixkarzinom (CIS) 
(rechts). Die Infektion ist bis zur CIN3 Ausprägung reversibel (Crow 2012).   





Mehr als 200 humane Papillomavirus Typen sind beschrieben. Ein neuer Typus wird postuliert, 
wenn der Open Reading frame des Late 1 Gens als der am stärksten konservierte Bereich des 
Genoms um mehr als zehn Prozent zu bekannten Typen divergiert [International Papillomavirus 
Workshop Quebec, 1995 (de Villiers, Fauquet et al. 2004)]. Humane Papillomaviren werden in 
fünf Gattungen aufgeteilt: α, ȕ, µ, Ȗ und ν (s. Abbildung 3). Die kutanen ȕ, µ, Ȗ und ν 
Papillomaviren zeigen eine hohe Diversität und verursachen latente Infektionen und gemeine, 
nicht genitale Verrucae und benigne Läsionen (Harwood und Proby 2002). Die α- Papillomaviren 
infizieren das mukosale Epithel und lassen sich nach ihren transformierenden Eigenschaften in 
vitro in Hochrisiko- (high risk) und Niederrisiko- (low risk) humane Papillomaviren unterteilen 
(Munoz, Bosch et al. 2003, Munoz, Castellsague et al. 2006). 
 
 
Abbildung 3: Phylogenetischer Stammbaum der Papillomaviren. Humane Papillomaviren lassen sich in die 
Stämme der α-, ȕ-, µ-, Ȗ- und ν- Papillomaviren einteilen. Die weitere Aufteilung nach Gattung zeigt, dass die 
meisten karzinogenen humanen Papillomaviren eng verwandt sind, nichtsdestotrotz bedeutet die gleiche 
Pathologie nicht automatisch den gleichen phylogenetischen Ursprung, z. B. HPV 1, 2, 4 (Crow 2012). 





Als Niederrisiko klassifizierter HP Virus verursacht HPV11 wiederkehrende Kondylome im 
Anogenital- sowie im respiratorischen Trakt (Archambault und Melendy 2013). HPV11 und 
HPV6 verursachen gemeinsam 90 % aller Genitalwarzen (zur Hausen 2008). Die HPV11 
Infektion kann bei der Geburt von der Mutter auf das Kind übergehen und die Atemwege des 
Säuglings infizieren. Dies führt zu rezidivierenden, respiratorischen Kondylomata, welche das 







Abbildung 4: Humanes Protein- Protein- Interaktionsnetzwerk von 
HaCaT- Zellen nach der HPV11 Infektion. Im Vergleich zu Proteinen 
nicht infizierter Zellen sind hochregulierte Proteine nach der HPV11 
Infektion rot dargestellt, herunterregulierte grün. Das subzelluläre 
Kompartiment wird durch unterschiedliche Symbole (s. links) 
angegeben (Kaczkowski, Rossing et al. 2012). 
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1982 wurde HPV11 erstmalig aus Larynxpapillomen isoliert (Gissmann, Diehl et al. 1982). Eine 
Besonderheit des HPV11 Genoms ist, dass es für zwei HPV E5 Proteine kodiert (Culp, Budgeon 
et al. 2006). In einer Protein- Protein- Interaktionsstudie zu HPV11 infizierten HaCaT- Zellen 
zeigen sich zelluläre Signalwege durch die Hoch, bzw. Herunterregulierung der Produktion 
zellulärer Proteine verändert (s. Abbildung 4). Die HPV11 Infektion verlangsamt das 
Zellwachstum in vitro, einhergehend mit der Beobachtung, dass die meisten herunterregulierten 
Proteine zu mitotischen zellulären Signalwegen, auch zu DNA Reparaturmechanismen und dem 
Zellzyklus gehören. Hochreguliert wird die Transkription von Genen, kodierend für 




Humane Papillomaviren besitzen ein doppelsträngiges, zirkuläres, nicht redundantes Genom 
von ca. 8 kb (Jiaping Xue 2012).  
 
 
Abbildung 5: Das doppelsträngige HPV16 DNA Genom ist exemplarisch dargestellt. Nukleotidnummern, die 
Upstream Regulatory Region, auch Long Control Region, und die Open Reading Frames der Early Gene 1- 7 
und der Late Gene 1- 2 sind abgebildet. Pfeile indizieren die Promotoren P97 und P670 (Tommasino 2014). 
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Die Upstream Regulatory Region (URR), auch Long Control Region (LCR), beinhaltet die 
meisten Regulationselemente für die DNA Replikation und Transkription (Bernard 2002, Thierry 
2009). Nur einer der beiden DNA Stränge kodiert die Open Reading Frames der sechs Early 
Proteine (E1- E7) und der zwei Late Proteine L1 und L2 (s. Abbildung 5). Namensgebend ist der 
Zeitpunkt der Transkription im Lebenszyklus des Virus. Die Early Proteine sind verantwortlich für 
den Infektions- und Lebenszyklus der Viren durch Ihre Rolle in Replikation, Transkription, 
Viruspartikelzusammenbau, der Etablierung einer persistenten Wirtsinfektion und auch der 
Transformation infizierter Zellen (s. Abschnitt 1.2). Die beiden Strukturproteine L1 und L2 formen 
das Viruskapsid.  
Der Early Promoter (früher Promotor) HPV16 P97, bzw. HPV18 P105, ist ein RNA Polymerase II 
Promoter und 5‘ vor der E6 und E7 messenger RNA innerhalb der URR lokalisiert (Thierry, 
Heard et al. 1987). Oberhalb der Transcription Initiation Site befindet sich die TATA Box (Gloss, 
Bernard et al. 1987, Swift, Bhat et al. 1987, Garcia- Carranca, Thierry et al. 1988) (s. 
Abbildung 6). Der Late Promoter (später Promotor) befindet sich innerhalb des E7 ORF. 
 
 
Abbildung 6: Schematische Repräsentation der HPV18 Upstream Regulatory Region mit viralen E2 (pink) und 
zellulären Transkriptionsfaktorbindungsstellen (TFBS). Abstand und Verteilung der Early Protein 2 (E2) TFBS 
sind unter mukosalen humanen Papillomaviren konserviert. Dies gilt ebenfalls für die Lokalisierung der TATA 
Box und der Transkriptionsfaktorbindungsstellen für zelluläre Transkriptionsfaktoren SP1 und TFII und das 
Glukocorticoid Response Element (GRE) (Thierry 2009).  
 
Das Aktivator Protein 1 (AP 1) und das Spezifitätsprotein 1 (SP1) sind wichtige, zelluläre 
Transkriptionsfaktoren, die die HPV Transkription beeinflussen. SP1 ist ein ubiquitärer 
Transkriptionsfaktor, dessen Regulation ca. 30 Gene unterliegen (Cawley, Bekiranov et al. 
2004). Die GC- reiche Bindestelle von SP1 ist in direkter Nähe zu der Early Protein 2 (E2) 
Transkriptionsfaktorbindungsstelle (TFBS) 2 zu finden (s. Abbildung 6). Das Binden von E2 
verhindert sterisch das Binden von Sp1 und auch des Transkriptionsfaktors II D (TFIID), welches 
die repressive Funktion von E2 in mukosalen HP Viren erklärt (s. Abschnitt 1.3.4), denn das 
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Verhindern der Bindung von E2 durch TFIID und Sp1 führt zu einer Aktivierung der HPV URR 
(Gloss und Bernard 1990, Tan, Leong et al. 1994). AP1 ist ein Heterodimer aus den zellulären 
Proteinen der Jun und Fos Proteinfamilien und führt häufig eine Enhancerrolle aus. AP1 
beeinflusst die Differenzierung der Keratinozyten, indem zelluläre Gene, wie Involucrin, Loricrin, 
Zytokeratine oder Integrine reguliert werden (Han, Rorke et al. 2012). Weitere zelluläre 
Transkriptionsfaktorbindungsstellen befinden sich in der Upstream Regulatory Region der 
humanen Papillomaviren: GRE, NF- 1, YY1, Oct- 1 und C/EBP (Carson und Khan 2006, 
Wooldridge und Laimins 2008). CCAAT/ Enhancer- Bindungsproteine (C/ EBPs) binden an 
CCAAT/ Enhancer- Bindungsstellen in der URR (Stoler, Wolinsky et al. 1989) und führen in 
in vitro Experimenten, abhängig von der Zelllinie, zu einer Repression oder Aktivierung der 
viralen Genexpression (Akira, Isshiki et al. 1990, Descombes und Schibler 1991, Kyo, Inoue et 
al. 1993, Robinson, Johnson et al. 1998, Ralph, Liu et al. 2006). 
Sobald das virale Episom in das zelluläre Genom integriert, wird der Open Reading Frame des 
E2 Gens deletiert. Häufig wird ausschließlich die HPV URR und die Open Reading Frames der 
beiden Onkogene E6 und E7 integriert. Somit verliert der Virus seine Replikationsfähigkeit. Die 
Viruslast bei episomal vorliegender HPV16 DNA ist signifikant höher als im integrierten Status 
(Das, Bhattacharjee et al. 2010). Der Auslöser für die Integration ist nicht bekannt, sie findet als 
Tandem in einer Kopienzahl von einer einzelnen bis zu mehreren hundert zumeist an fragilen, 
zufälligen Stellen des Wirtsgenoms statt (Daniel, Rangarajan et al. 1997, Kalantari, Blennow et 
al. 2001, Wentzensen, Vinokurova et al. 2004, Arias- Pulido, Peyton et al. 2006). 
 
1.2. Early Proteine 
 
Die URR, ebenso wie die in Teilbereichen konservierten ORFs der Early Proteine E1, E2, der 
beiden Onkogene E6 und E7 und der Late Gene L1 und L2 haben alle HP- Viren gemeinsam. 
Die Open Reading Frames der E4 und E5 Gene sind optional vorhanden (s. Abbildung 7).  
Die kooperative Bindung von E1 und E2 an den Origin of Replication (ori) initiiert die Replikation. 
E1 ist eine hoch konservierte doppelhexamere DNA Helikase, sie bindet ATP und an den Origin 
of Replication. E1 interagiert mit zellulären Replikationsfaktoren, u. a. mit der Topoisomerase I, 
α- Primase und dem Replication Protein A (RPA) (Frattini und Laimins 1994, Wilson, West et al. 
2002, Loo und Melendy 2004, Clower, Fisk et al. 2006, Lehoux, Gagnon et al. 2014), reguliert 
die bidirektionale DNA Replikationsgabel (Stenlund 2003). Die regulatorische N- terminale 
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Region ist divergent, bindet das zelluläre Protein p80/UAF1 (USP assoziierter Faktor  1) in 
HPV11 und HPV31 und ist essentiell für die Replikation in vivo (Wilson, West et al. 2002).  
 
 
Abbildung 7: Genomorganisation humaner Papillomaviren. Die Open Reading Frames sind durch Boxen 
repräsentiert, Promotoren und Polyadenylierungsregionen durch Pfeilspitzen. Die Upstream Regulatory 
Region (gelb)enthält den Early Promoter, Transkriptionsfaktorbindungsstellen, Enhancer Elemente und den 
Origin of Replication (ori) (s. Abbildung 6). Die Early Region (grün) kodiert für die Early Gene E1 bis E7 und 
wird durch den Early als auch den Late Promoter zu unterschiedlichen Zeiten im viralen Lebenszyklus 
transkribiert. Die Late Region (blau) wird durch den Late Promoter reguliert und kodiert für die 
Strukturproteine L1 und L2. Alternatives Splicing und das Nutzen alternativer Promotor- und 
Polyadenylierungssignale erlaubt die Translation multipler viraler Proteine (Jiaping Xue 2012). 
 
Der Open Reading Frame des zytoplasmatischen E4 Phosphoproteins ist divergent, es wird als 
E1^E4 Fusionsprotein translatiert und unterliegt posttranslationalen Modifikationen am N- 
Terminus. Das spät im Infektionszyklus in hohen Mengen vorliegende E4 Protein destabilisiert 
die Wirtszelle, indem es das zelluläre Zytokeratinnetzwerk zerstört, um das Entlassen der neuen 
Viruspartikel zu erleichtern (Roberts, Ashmole et al. 1994).  
E5 ist ein potentielles, nicht essentielles Onkogen. Es verstärkt die transformierenden 
Eigenschaften von E6 und E7 in vitro, im Mausmodell induziert ein hohes Level an E5 epitheliale 
Hyperproliferation (Genther Williams, Disbrow et al. 2005). Es ist involviert in die Inhibition des 
extrinsischen Apoptosewegs (Kabsch und Alonso 2002) und interzellulärer Kommunikation (Kivi, 
Greco et al. 2008). E5 aktiviert und verstärkt Epidermal Growth Factor Receptor (EGFR) 
abhängige Signale, indem es EGFR recycelt (Conrad, Bubb et al. 1993), dessen Degradierung 
und die endosomale Maturation verhindert (Straight, Herman et al. 1995, Suprynowicz, 
Krawczyk et al. 2010).  
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Die beiden Onkoproteine ergänzen sich, indem E6 die Apoptose inhibiert und E7 die zelluläre 
Proliferation anstößt (Howley, Munger et al. 1989): Als gemeinsames strukturgebendes Merkmal 
besitzen sie zwei Zinkfinger Motive, die die DNA- Protein- Interaktion ermöglichen. E6 interagiert 
mit dem Tumor Supressor Protein p53 und reguliert dessen Degradierung, indem es die 
Ubiquitin- Ligase E6- AP (E6 assoziiertes Protein) rekrutiert, die p53 zum proteasomalen Abbau 
markiert (Huibregtse, Scheffner et al. 1991). E6 verhindert die Transaktivierung von p53, indem 
es die Bindung mit dem Transkriptionsfaktor p300/CBP verhindert. Dadurch wird die p53- 
abhängige Genexpression reprimiert (Yee, Krishnan-Hewlett et al. 1985, Lechner und Laimins 
1994, Zimmermann, Degenkolbe et al. 1999). Die Immortalisierung führt zur Akkumulation von 
induzierten DNA Schäden (Kessis, Slebos et al. 1993). E7 bindet Proteine der pocket- 
Proteinfamilie, u.a. das Retinoblastomaprotein (pRb) (Werness, Levine et al. 1990). Die 
Phoshporylierung des pRb kontolliert den Übergang der G1 zur S- Phase. Die E7 abhängige 
proteasomale Degradierung von pRb löst die Freisetzung von E2F/DP1 aus (Wang, Sampath et 
al. 2001). Zusätzlich verhindert E7 den Zellzyklusarrest durch Binden der p21 und p27 Cyclin- 
Kinase Inhibitoren (Jones, Thompson et al. 1997, Helt und Galloway 2001).  
Alle drei Onkogene dysregulieren die Genexpression, physiologische  Protein- Protein- 
Interaktionen, posttranslationale Modifikationen und führen so dazu, dass das Immunsystem des 
Wirts umgangen und der tumorale Phänotyp aufrechterhalten wird (Westrich, Warren et al. 
2016). E2 kann die E6 und E7 Transkription reprimieren. 
 
1.3. Das Early Protein 2 (E2) 
 
1.3.1. HPV E2 Struktur 
 
E2 ist ein 42 kDa großes, primär im Nukleus lokalisiertes Phosphoprotein mit dreiteiliger 
Sekundärstruktur: Es besitzt eine C- terminale DNA Bindungs- und Dimerisationsdomäne, 
welche durch einen flexiblen Linker mit der N- terminalen Transaktivierungsdomäne verbunden 
ist (Giri und Yaniv 1988, Antson, Burns et al. 2000). Der Transkriptionsfaktor E2 bindet als 
Homo-, bzw. Heterodimer seiner alternativen Splicing Produkte (McBride, Byrne et al. 1989, 
Johannsen und Lambert 2013); alle enthalten die C- terminale und die Linker- Region, die N- 
terminale Region ist verkürzt oder fehlt (Chiang, Broker et al. 1991, Chiang, Dong et al. 1992, 
Liu, Kuo et al. 1995, Lim, Gossen et al. 1998). Als Dimer Tertiärstruktur zeigt sich als ȕ- Barrel 
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mit nur zwei kurzen α- Helices, wovon eine für die direkte Bindung an der großen Furche der 
DNA verantwortlich ist (Hegde, Grossman et al. 1992) (s. Abbildung 8). Die Transaktivierung ist 
kooperativ (Hernandez- Ramon, Burns et al. 2008).  
 
 
Abbildung 8: Modell der Bindung der homodimeren DNA Bindungs- und Dimerisationsdomäne des HPV18 E2 
Proteins an die DNA. Die α- Helixkette 1 interagiert mit der DNA. Die exponierten Aminosäuren R303, R307, 
K308, kritisch für die Interaktion mit Brd4, sind rot dargestellt (Wu, Nin et al. 2016). 
 
E2 Proteine sind instabil und werden durch das Proteasom degradiert (Bellanger, Demeret et al. 
2001, Blachon, Bellanger et al. 2005). Interaktionspartner, wie Brd4 (Gagnon, Joubert et al. 
2009, Lee und Chiang 2009, Zheng, Schweiger et al. 2009), Skp2 (Bellanger, Tan et al. 2010) 
und Cullin- 3 (Zheng, Schweiger et al. 2009), unterstützen die Proteinstabilität durch Verhindern 
der Ubiquitinierung. In Hochrisiko HPV- Typen ist E2 im Nukleus und dem Zytoplasma 
lokalisiert, in HPV6 und HPV11 ausschließlich nukleär (Blachon, Bellanger et al. 2005).  
 
1.3.2. Die Rolle von E2 bei der Virusreplikation 
 
Zur Replikation werden insbesondere die virale Helikase E1 und der Replikationsfaktor E2 
benötigt. E2 initiiert die Replikation durch Assemblierung der E1 Helikase am Origin of 
Replication (ori). Hier rekrutiert der E2/E1 Bindungskomplex zelluläre Replikationsfaktoren, wie 
DNA Polymerasen, das Replikationsprotein A (RPA), das Replikationsprotein C (RPC), die 
Topoisomerase I/II und das Cell- Proliferating Antigen (PCNA) (Melendy, Sedman et al. 1995, 
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Berg nd Stenlund 1997). E2 ist nicht essentiell für die Elongation (Liu, Kuo et al. 1995). Die 
Replikation findet durch E2 gebildeten Foki im Nukleus statt (Swindle, Zou et al. 1999, Fradet-
Turcotte, Bergeron-Labrecque et al. 2011, Sakakibara, Mitra et al. 2011, Reinson, Toots et al. 
2013). Innerhalb der Foki lösen virale Replikation und virale Proteine die DNA- Reparatur- 
Antwort (DNA Damage Response) aus, indem E7 an die ATM Kinase bindet und in Folge 
dessen die DNA Damage Proteinkinase CHK2 aktiviert wird, wichtig für die produktive Virus 
DNA Synthese (Moody und Laimins 2009, Fradet- Turcotte, Bergeron- Labrecque et al. 2011, 













Abbildung 9: HPV16 E2 wird mittels Immunhistochemie in 
humanen Kryoschnitten detektiert (40 x Vergrößerung). A. 
Übergang von normalen Gewebe zu HPV16 infizierten Gewebe (E2 
in braun). B: Gewebe einer CIN1 Läsion. C: Gewebe einer CIN2 
Läsion. D: Gewebe einer CIN3 Läsion. E2 ist nicht mehr 
nachweisbar (Xue, Bellanger et al. 2010). 
 
In undifferenzierten basalen Keratinozyten findet sehr wenig Replikation statt; dies ist vor allem 
auf das E8^E2 Repressorprotein zurückzuführen. E8^E2 ist eine Fusion des E8 Proteins an das 
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C- terminale Ende von E2. Es entsteht durch alternatives Splicing. Die E8 Domäne kann mit 
zellulären Co- Repressoren der Replikationen, wie z. B. NCoR/SMRT, interagieren 
(Ammermann, Bruckner et al. 2008). Sowohl E8 als auch E2 werden von einem eigenen 
Promoter exprimiert, die zellulären Faktoren, welche diesen beeinflussen, sind unbekannt 
(Dreer, van de Poel et al. 2016).  
In vivo ist HPV16 E2 in CIN1- 2 Läsionen in differenziertenden Zellen der Zellmittelschicht stark 
exprimiert, invers korrelierend mit der Expression des Onkogens E7 (Xue, Bellanger et al. 2010). 
CIN3 Läsionen zeigen keine E2 Produktion (s. Abbildung 9). 
 
1.3.3. E2 in Apoptose und Mitose 
 
Die Überexpression von E2 ausschließlich in high risk humanen Papillomaviren führt in vitro zur 
Induktion des Zellzyklusarrests und der Apoptose. Der Mechanismus ist weitgehend unbekannt 
und unabhängig von der negativen Kontrolle der beiden Onkogene E6 und E7 (Webster, Parish 
et al. 2000, Blachon, Bellanger et al. 2005, Parish, Kowalczyk et al. 2006). Die N- terminale 
Transaktivierungsdomäne von E2 ist für die extrinsische, Kaskade 8 abhängige 
Apoptoseaktivierrung essentiell (Demeret, Garcia- Carranca et al. 2003), ebenso für die 
Keratinozytendifferenzierung (Lee, Lee et al. 2009). Ebenfalls scheint eine vom C- terminalen 
Ende abhängige, intrinsische Apoptoseaktivierung über p53 und die Kaskade 9 möglich 
(Blachon, Bellanger et al. 2005, Parish, Kowalczyk et al. 2006).  
Während der Mitose verankert E2 das replizierte Virusgenom am Spindelapparat und führt zu 
einer gleichmäßigen Verteilung der Virus DNA in beide Tochterzellen und somit zu einer 
persistenten Virusinfektion (You, Croyle et al. 2004). Nur während der Pro- und Anagenphase 
haben α- humane Papillomaviren eine stabile Verbindung zu den Chromosomen (Oliveira, Colf 
et al. 2006). Das E2 Protein, welches an vier phosphorylierbaren Serinen in der Linkerregion 
gentechnisch verändert wurde (E2 A4), kann nicht mehr für eine stabile Virusinfektion sorgen, 
da die Chromosomenassoziation verhindert ist (Voitenleitner und Botchan 2002).  
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1.3.4. Die Rolle von E2 als Transkriptionsfaktor 
 
Die Rolle von E2 als Transkriptionsaktivator und -repressor werden der divergierenden 
Besetzung der vier Transkriptionsfaktorbindungsstellen innerhalb der HPV URR zugeschrieben. 
Das E2 Protein in voller Länge wurde erstmalig als Transaktivator der beiden Onkogene E6 und 
E7 beschrieben (Spalholz, Yang et al. 1985). Aber E2 ist fähig, die Expressionsstärke der 
beiden Onkogene E6 und E7 durch die Bindung an alle vier spezifischen, palindromen E2 
Transkriptionsfaktorbindungsstellen (E2 TFBS) durch negatives Feedback zu regulieren 
(Lambert, Spalholz et al. 1987, Thierry, Heard et al. 1987, Bernard 2002). Das Binden der E2 
Proteine an alle vier TFBS kann zum Ausbilden stabiler DNA Loops führen, ein bekannter 
Mechanismus der Transkriptionsregulierung (Knight, Li et al. 1991, Antson, Burns et al. 2000, 
Hernandez- Ramon, Burns et al. 2008). Um die volle Repressionsfähigkeit zu erlangen, benötigt 
der TF E2 daher nicht nur eine intakte DNA Bindungsdomäne, sondern auch eine intakte N- 
terminale, L- förmige Transaktivierungsdomäne. Der Grund dafür könnte zusätzlich das Binden 
von bisher unbekannten, zellulären Co- Repressoren sein (Goodwin und DiMaio 2000, 
Nishimura, Ono et al. 2000).  
Die sich proximal der TATA Box befindlichen E2 TFBS weisen die innerhalb der α- HPV 
Genome konservierte Konsensussequenz 5‘-ACCGNNNNCGGT-3‘ auf (Johannsen and 
Lambert 2013). E2 TFBS 3 und 4 sind Tandems. Der Abstand zwischen E2 TFBS 1 und E2 
TFBS 2 beträgt ein oder zwei Nukleotide. Diese überlappen partial mit der Sp1 TFBS. Der 
Abstand zwischen E2 TFB2 und E2 TFBS3 beträgt 64 Nukleotide, zwischen E2 TFBS3 und E2 
TFBS4 320 Nukleotide (Romanczuk, Thierry et al. 1990, Thierry und Howley 1991, Demeret, 
Desaintes et al. 1997). Die Interaktion von E2 mit der TFBS 1 ist die stabilste, die mit E2 TFBS4 
die fragilste (Sanders und Maitland 1994). Bei hoher Konzentration bindet E2 vorwiegend an die 
TFBS 1, 2 und 3 proximal am nächsten des Early Promoters (s. Abbildung 6), dadurch wird das 
Binden des Transkriptionsinitiationsfaktors TFIID an die proximale TATA Box verhindert, sodass 
sich der Transkriptionsinitiationskomplex aus TFIID und SP1 nicht bilden kann und die Early 
Promoter Aktivität reprimiert wird (Romanczuk, Thierry et al. 1990, Bernard 2002, Ding, Chiang 
et al. 2009, Thierry 2009, Mazumder Indra, Singh et al. 2011).  
Epigenetische Modifikationen, wie das Verhindern der Bindung von E2 an die TFBS durch 
Methylierung der CpG Dinukleotide innerhalb E2 Transkriptionsfaktorbindungsstellen, ist eine 
Ursache für die Überexpression von E6 und E7 (Thain, Jenkins et al. 1996, Kim, Garner- 
Hamrick et al. 2003). Der Methylierungsstatus ist, je nach Differenzierungsstand der 
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Keratinozyten, viralem Lebenyzyklus und dem malignen Transformationsschritt, variabel (Kim, 
Garner- Hamrick et al. 2003, Chaiwongkot, Vinokurova et al. 2013, Johannsen and Lambert 
2013). Mit zunehmender Differenzierung und maligner Transformation geht der 
Methylierungsstand der CpG Inseln in der 5‘ und der zentralen HPV Upstream Regulatory 
Region zurück, während hingegen das 3‘ Ende, welches die E2 TFBS 2, 3 und 4 proximal zu 
dem Early (frühen) Promoter enthält, hypermethyliert wird (Vinokurova und von Knebel 
Doeberitz 2011, Chaiwongkot, Vinokurova et al. 2013). Ist die E2 TFBS hypermethyliert, so 
reduziert sich die DNA Affinität von E1 zugleich. Die virale Replikation wird reduziert. Dies 
könnte, u. a., den „Switch“ von produktiver zu transformierender Infektionsphase des Virus 
darstellen (Lu, Sun et al. 1993, Frattini und Laimins 1994, Dixon, Pahel et al. 2000).  
Die E2 Expressionsstärke ändert sich auch mit dem Läsionsgrad: Während die E2 Expression in 
niedrigen intraepithelialen Läsionen (CIN1) hoch ist, sinkt die E2 Proteinkonzentration bei CIN2 
und CIN3 Läsionen (Maitland, Conway et al. 1998, Xue, Bellanger et al. 2010, Bellanger, Tan et 
al. 2011). Im integrierten Zustand des Virusgenoms in das Wirtsgenom sind die E2 TFBS 
zumeist hypomethyliert (Chaiwongkot, Vinokurova et al. 2013). Bei Integration wird der Open 
Reading Frame des E2 Gens häufig deletiert, dessen Kontinuität beschädigt oder von seinem 
Promoter getrennt, was die unkontrollierte Expression der beiden Onkogene E6 und E7 und final 
die onkogene Transformation der Wirtszelle zur Folge haben kann (zur Hausen 2002). 
Eine hohe Methylierungsrate und die Integration des viralen Episoms in das Wirtsgenom stellen 
zwei unterschiedliche Mechanismen dar, die Funktion des Transkriptionsfaktors E2 in Hochrisiko 
HPV- Typen zu unterbinden (Bhattacharjee und Sengupta 2006, Bhattacharjee, Mandal et al. 
2008). Eine komplexe Interaktion beider Mechanismen in trans könnte man sich in 
differenzierenden Keratinozyten denken, welche sowohl integrierte Virusgenome als auch virale 
Episome aufweisen (Arias- Pulido, Peyton et al. 2006, Lillsunde Larsson, Helenius et al. 2014).  
Transgene Mäuse für E2 des kutanen Hochrisiko ȕ- HPV- Typs 8 entwickeln spontan im 
Lebensalter von 74 (± 22 Wochen) ulzeröse Läsionen. Bereits drei Wochen nach einer 
einmaligen UVB Bestrahlung entwickeln 87 % der Tiere hoch aggressive squamöse 
Zellkarzinome der Haut. Dies spricht für intrinsisches, onkogenes Potential von HPV8 E2 
(Pfefferle, Marcuzzi et al. 2008). Im Kontrast dazu zeigen HPV11 E2 transgene Mäuse keine 
histologischen Veränderungen der Epidermis (Leykauf, Kabsch et al. 2008). 
Dies zeigt eindrücklich, dass transgene Mäuse potente Modelle sind, um die Rolle von E2 unter 
komplexen, physiologischen Bedingungen in vivo zu untersuchen. 
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1.4. Transgene Mausmodelle für HPV11 
 
„Transgene Tiere sind Tiere, deren Genom gezielt verändert wurde und die diese Mutation stabil 
an ihre Nachkommen weitervererben“ (Schenkel 2007). Mittels transgener Mauslinien wird in 
dieser Studie der Einfluss des viralen Transkriptionsfaktors E2 auf die Upstream Regulatory 
Region (URR) des humanen Papillomavirus 11 (HPV11) im zellulären Kontext in vivo 
charakterisiert. 
Das erste Pronukleus transgene Mausmodell trägt vor dem B6D2F2 Hybridhintergrund die 
HPV11 URR, die die Expression des Reportergens lacZ aus Escherichia coli (E. coli), welches 
das Enzym β- Galaktosidase kodiert, reguliert (s. Abbildung 10).  
 
 
Abbildung 10: Transgenkonstrukt der HPV11 URR- lacZ transgenen Mauslinie Tg (HPV11- lacZ)1704Aal. Die 
DNA Konstrukte stammen von Vektoren und wurden mittels Restriktionsenzyme geschnitten, mittels 
Gelelektrophorese getrennt und blunt end ligiert (Schenkel, Gaissert et al. 1999). 
 
Das Reportergen wird ausschließlich in den Haarfollikeln der Maushaut exprimiert, wobei nicht 
alle Haarfollikel Transgenaktivität aufweisen (Schenkel, Gaissert et al. 1999). Vermutlich handelt 
es sich bei den HPV11 URR Aktivität zeigenden Zellen um epidermale Stammzellen (Protopapa, 
Gaissert et al. 1999). Die vorliegende Arbeit wurde mit Founderlinie 1747, welche ca. 20 
Transgenkopien pro haploidem Genom trägt, durchgeführt (Schenkel, Gaissert et al. 1999). 
 
Das zweite Pronukleus transgene Mausmodell trägt den HPV11 E2 ORF, reguliert durch den 
humanen Ubiquitin C Promoter (UBC) (s. Abbildung 11), der eine ubiquitäre, schwache 
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Expression gewährleistet. Das HPV11 E2 Protein ist wirtsfremd in transgenen Mäusen durch 
schnelle Degradierung schwer nachweisbar. Der Phänotyp wird nicht beeinflusst. Der 
genetische Hybridhintergrund der Parentalgeneration ist B6D2F2 (Leykauf, Kabsch et al. 2008). 
 
 
Abbildung 11: Transgenkonstrukt der UBC- E2 transgenen Mauslinie Tg (UBC- HPV11 E2)613Josc (Leykauf, 
Kabsch et al. 2008). 
 
Diese beiden Mausmodelle eröffnen die Möglichkeit, doppeltransgene Mäuse für HPV11 URR- 
lacZ und UBC- E2 zu generieren. In doppeltransgenen Mäusen lässt sich der Einfluss des E2 
Proteins auf die Upstream Regulatory Region des HPV11 in murinen Haarfollikeln in vivo unter 
diversen exogenen Bedingungen, wie die gleichzeitige Behandlung mit Dexamethason und der 
UVB Bestrahlung, untersuchen.  
 
1.5. Aufbau muriner Haarfollikel 
 
Die Aktivität der HPV11 Upstream Regulatory Region beschränkt sich sowohl in transgenen 
HPV11 URR- lacZ (Schenkel, Gaissert et al. 1999) als auch in doppeltransgenen HPV11 URR- 
lacZ x UBC- E2 Mauslinien auf die Haarbulbus und -bulgusregion der Haarfollikel (Duwe 2009).  
Haarfollikel sind ein integraler, ubiquitärer Bestandteil der Epidermis von Mammalia. Sie 
unterstützen die natürliche physikalisch- chemische Barrierefunktion, die Zellgewebserneuerung 
und die Wundheilung. Haarfollikel sind ein autonomes (Mini-) Organ mit vielen, verschiedenen 
Stammzelltypen (Jaks, Kasper et al. 2010) (s. Abbildung 12).  
Die oberste, keratinierte Zellschicht der Epidermis (Stratum corneum) ist terminal differenziert. 
Sie wird regelmäßig abgestoßen und durch die von tieferen Hautschichten nachkommender, 
differenzierender Zellen ersetzt (cellular turnover), um die Gewebshomeostase zu gewährleisten 
(Barker, Bartfeld et al. 2010). 
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Das Haar im Haarfollikel durchläuft einen Wachstumszyklus (Jaks, Kasper et al. 2010, Voog und 
Jones 2010): Die Anagenphase ist die Wachstumsphase, dann stoppt das Haarwachstum in der 
Katagenphase. Die unteren zwei Drittel des Haares degenerieren (Blanpain und Fuchs 2009). 
Es folgt die quieszente Telogenphase (s. Abbildung 13). Sobald ein neues sich in der 
Anagenphase befindlichen Haars nachrückt, fällt das alte Haar aus. Proliferierende Zellen in 
Haarbulbus und -bulgus sorgen für das Haarwachstum (Paus und Cotsarelis 1999). 
 
 
Abbildung 12: Anatomie eines Haarfollikels: In den Stammzellnischen Haarbulbus und -bulgus finden sich 
epidermale Stammzellen, Vorläuferzellen von Keratinozyten und Melanozyten. Die Differenzierung findet 
simultan zur Wanderung der Zellen entlang des Haarschaftes Richtung Epidermis statt (Lin und Fisher 2007). 
 
Sowohl im Haarbulbus, als auch im Haarbulgus befinden sich adulte Stammzellen. Sie werden 
auch „label retaining cells“ genannt, da sie durch den langsamen Zellzyklus Chromatinfarbstoffe 
nur langsam verlieren. Bei beiden handelt es sich um Stammzellnischen, von welchen bisher nur 
wenige andere, wie z. B. die humane zerebrale Subventrikularzone, bekannt sind. Im 
Haarbulgus befinden sich des weiteren Vorläuferzellen der Melanozyten und Keratinozyten mit 
schnellem Zellzyklus (Paus und Cotsarelis 1999). Transgenaktivtät, reguliert durch die HPV11 
URR, findet sich in Haarbulbus und -bulgus. 
 




Abbildung 13: Drei Wachstumsphasen des murinen Haares: Anagen-, die Wachstumsphase, Katagen-, die 
destruktive Übergangsphase und die quieszente Telogenphase (Blanpain und Fuchs 2009). 
 
1.6. Wissenschaftliche Fragestellung 
 
Der Einfluss des viralen Transkriptionsfaktors E2 auf die regulatorische Einheit des low risk 
humanen Papillomavirus 11 soll im doppeltransgenen Mausmodell in vivo untersucht werden. 
Das Early Protein 2 wirkt auf die Kontrolle der Transkription viraler Early Proteine durch die 
Upstream Regulatory Region humaner Papillomaviren regulierend ein. Sowohl die aktivierende 
als auch reprimierende Rolle, abhängig von dem jeweiligen Papillomavirustypus, der absoluten 
E2 Proteinmenge und der Besetzung der maximal vier Transkriptionsfaktorbindungsstellen, 
reguliert durch die Epigenetik, sind wissenschaftlich vorwiegend durch in vitro Experimente 
belegt (Romanczuk, Thierry et al. 1990, Nishimura, Ono et al. 2000, Bernard 2002, Kim, Garner- 
Hamrick et al. 2003, Ding, Chiang et al. 2009, Thierry 2009, Mazumder Indra, Singh et al. 2011).  
Drei transgene Mausmodelle liefern in der vorliegenden Arbeit in vivo Daten: Das erste 
exprimiert das Reportergen lacZ unter der Regulation der HPV11 Upstream Regulatory Region 
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ausschließlich in der Haarbulgus-/ und –bulbusregion muriner Haarfollikel. Das zweite Modell 
exprimiert den Open Reading Frame von E2 mithilfe des humanen Ubiquitin C Promoters 
ubiquitär und das dritte, doppeltransgene Mausmodell ist eine Kreuzung beider zuvor genannten 
Mausmodelle, es enthält somit das Transgen für die E2 Produktion und die Upstream 
Regulatory Region von HPV11. Das in vivo Model ist artifiziell in Bezug auf den murinen statt 
humanen Wirt und der singulären, nicht modulierbaren Expression von E2. 
Inwieweit E2 aktivierend oder reprimierend auf die Anzahl Transgenaktivität zeigender 
Haarfollikel und die Transgenproduktmenge pro Haarfollikel qualitativ und quantitativ auf die 
HPV11 Upstream Regulatory Region einwirkt, ist in vorliegender Arbeit von Interesse. Dieser 
Einfluss soll altersabhängig in Wechselwirkung mit dem Glukocorticoid Dexamethason, welches 
an das Glukocorticoid Responsive Element (GRE) in der Enhancer Region von HPV11 URR 
bindet; und unter zusätzlicher UVB Bestrahlung untersucht werden.  






Die kontroverse Funktion des Transkriptionsfaktors HPV E2 wurde bisher in vitro charakterisiert. 
Erstmalig wurde der Einfluss von E2 auf die HPV11 URR in vivo in vorliegender Arbeit 
untersucht. Zwei etablierte transgene Mauslinien wurden gekreuzt (Schenkel, Gaissert et al. 
1999, Leykauf, Kabsch et al. 2008, Duwe 2009). Durch Reporterproteinaktivitätsnachweise und 
Immunfluoreszenz wurde die HPV11 URR Aktivität unter dem Einfluss und ohne Einfluss von E2 
verglichen.  
Nach dem Präsenznachweis der Transgene auf DNA, Protein und funktionaler Ebene, wurde 
der Einfluss des Transkriptionsfaktors E2 untersucht, indem einfach transgene HPV11 URR- 
lacZ und doppeltransgene HPV11- lacZ x UBC- E2 Mäuse unter Einbeziehung des Lebensalters 
(s. Abschnitt 2.5) den exogenen Bedingungen UVB Licht und Dexamethasonbehandlung 
(s. Abschnitt 2.3 und 2.4) ausgesetzt wurden. Die Anzahl an murinen HPV 11 URR Aktivität 
zeigenden Haarfollikeln zeigte qualitative, auf E2 zurückzuführende Unterschiede bei simultaner 
Dexamethasonbehandlung, während die relative Reporterproteinmenge quantitative 
Unterschiede in den Fluoreszenzintensitätssignalen und deren Varianz zeigte (s. Abschnitt 2.6). 
 
2.1. Charakterisierung der doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x 




Die doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse wurden durch stete Neuverpaarung 
heterozygoter, einfach transgener HPV11 URR- lacZ Tiere mit einfach transgenen UBC- E2 
Tieren generiert (s. Abschnitt 5.5.1). Für alle transgenen Tiere fand eine Genotypisierung aus 
Biopsien der murinen Cauda mittels DNA Polymerase Kettenreaktion (PCR) bei Absetzen der 
Tiere und post mortem statt. 
Zum Nachweis der beiden Genkonstrukte wurden spezifische DNA Teilbereiche des Transgens 
amplifiziert. Im Falle der HPV11 URR- lacZ transgenen Mäuse handelte es sich hierbei um den 




Open Reading Frame (ORF) des lacZ Gens mit einer Größe von 600 bp, bei UBC- E2 
transgenen Tieren um einen 229 bp großen Bereich des E2 ORF (exemplarische Darstellung 
der im Anschluss durchgeführten Agarosegelelektrophorese (AGE) s. Abbildung 14).  
 
 
Abbildung 14: Agarosegelektrophorese (AGE) der durch Polymerase Kettenreaktion (PCR) amplifizierten und 
nach Größe aufgetrennten DNA aus Biopsien der murinen Cauda zur Genotypisierung der transgenen Mäuse: 
In den ersten sechs Reihen befanden sich Negativkontrollen in Form von H2O und Wildtyp DNA (C57BL/6N); 
es folgten drei Positivkontrollen für HPV11 URR- lacZ x UBC- E2, HPV11 URR und HPV11 E2 transgene Tiere 
(aus den Herkunftsplasmiden, bzw. einem gesichert doppeltransgenen Tier).  
In den letzten sechs Spuren befand sich die DNA von exemplarischen transgenen Mäusen mit folgendem 
Genotyp (dargestellt in weißer Schrift): 24000 und 24001: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2; 24002: HPV11 E2; 
24003 + 24004: nicht transgen; 24005: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2. Das amplifizierte DNA Produkt des lacZ 
Gens war 600 bp groß, das des E2 Gens 229 bp. Genomische DNA doppeltransgener HPV11 URR- lacZ x 
UBC- E2 Mäuse zeigten die Anwesenheit beider DNA Sequenzen.  





Das E2 Protein wurde mittels Western Blot nachgewiesen (Burnette 1981).  
UBC- E2 transgene Tiere bildeten keinen Phänotyp aus, daher war ein Nachweis nicht nur auf 
DNA, sondern auch auf Proteinebene unerlässlich. Ein doppeltransgenes HPV11 URR- lacZ x 
UBC- E2 Maus pro Wurf wurde durch Proteinextraktion aus epidermalem, dorsalem Gewebe auf 
das Vorhandensein des E2 Proteins überprüft (exemplarische Darstellung s. Abbildung 15). Als 
Negativkontrollen dienten Proteinproben von C57BL/6N und HPV11 URR- lacZ transgenen 
Tieren. In UBC- E2 transgenen Tiere, wie die Tiere der Tiernummern 23791 und 23792 in 
Abbildung 15, zeigten sich durch Antikörperdetektion spezifische 42 kDa E2 Doppelbanden.  
 
 
Abbildung 15: In der dorsalen Epidermis doppeltransgener HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse fand sich eine 
konstante Menge an E2 Protein. Der Western Blot (Primärantikörper Maus- anti- HPV11 E2 aus H. sapiens) 
zeigte ein spezifisches Signal für das 42 kDa große E2 Protein. Aufgetragen wurden jeweils Duplikate der 
Proteinproben von einem einfach transgenen HPV11 URR- lacZ Tier (2378), einem Wildtyp Tier (C57BL/6N) 
und von zwei doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tieren (23791, 23792). Bei dem Proteinmarker 
wurde die 50 kDa Bande markiert. 
  
50 kDa 




2.1.3. Enzymatischer Aktivitätsnachweis mittels X- Gal 
Da das lacZ Gen unter der Kontrolle der HPV11 URR stand, fand der Nachweis der HPV11 
URR Aktivität auf Proteinebene enzymatisch durch die ȕ- Galaktosidase katalysierte Reaktion 
statt: Das artifizielle Substrat X- Gal (5- Brom- 4- chlor- 3- indoxyl- ȕ- D- galactopyranosid) 
wurde zu dem unlöslichen, blauen Farbstoff 5, 5'- Dibrom- 4,4'- dichlor- indigo, in Kombination 
mit der Oxidation durch Luftsauerstoff, umgesetzt. Der Farbstoff war in Zellen dexter und sinister 
des Haarschaftes lokalisiert (s. Abbildung 16). 
 
 
Abbildung 16: Reporterproteinaktivität (≙ HPV11 URR Aktivität) zeigende Haarfollikel: In HPV11 URR- lacZ 
und HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 transgenen Tieren stand das lacZ Gen unter der Kontrolle der HPV11 URR. 
ȕ- Galaktosidase wurde durch den Umsatz des Substrats X- Gal in den Indigo blauen Farbstoff 5, 5'- Dibrom- 
4, 4'- dichlor- indigo auf 10 µm Kryoschnitten der murinen, dorsalen Epidermis visualisiert. A und B: HPV11 
URR- lacZ transgene Mäuse (Tiernummer: 2679). C und D: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgene 
Mäuse (Tiernummer: 2651). Maßstab: 100 µm. 
A B
C D
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2.2. Einfluss von E2 auf die HPV11 URR in doppeltransgenen 
Mäusen  
 
Um einen möglichen Einfluss des Transkriptionsfaktors HPV11 E2 auf die Upstream Regulatory 
Region (URR) des humanen Papillomavirus 11 (HPV11) im transgenen Mausmodell zu 
untersuchen, wurde die Anzahl an Reporterproteinaktivität zeigenden, im Folgenden 
ausschließlich HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln der murinen, dorsalen Epidermis in 
beiden Mauslinien, HPV11 URR- lacZ und HPV11 URR- lacZ x UBC- E2, verglichen.  
 
 
Abbildung 17: HPV11 URR Aktivität zeigende Haarfollikel. ȕ- Galaktosidase wurde durch den Umsatz des 
Substrats X- Gal in den Indigo blauen Farbstoff 5, 5'-Dibrom- 4,4'- dichlor- indigo visualisiert. Der Farbstoff 
war in Zellen dexter und sinister des Haarschaftes lokalisiert. A und B: HPV11 URR- lacZ (Tiernummer: 
22970). C und D: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 (Tiernummer: 23727). Hellfeldmikroskopie, 10 µm Kryoschnitte 
der murinen, dorsalen Epidermis, Maßstab: 100 µm. 
 
Der Indigoblaue Farbstoff 5, 5'- Dibrom- 4, 4'- dichlor- indigo zeigte HPV11 URR 
(Reporterprotein ȕ- Galaktosidase-) Aktivität dexter und sinister des Haarschaftes in dem 
A B 
C D 
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Haarbulbus, bzw. im Haarbulgus (s. Abbildung 17) und somit HPV11 URR Aktivität an. Diese 
ließ sich nur in einem Teil (1,1 – 40 %) der Haarfollikel der HPV11 URR- lacZ und der HPV11 
URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse nachweisen. 
Es wurden zwei bis sechs Areale der murinen, dorsalen Epidermis ausgewertet (s. Abschnitt 
5.5.3), indem die Anzahl aller Haarfollikel und die Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden 
Haarfollikeln pro Areal manuell gezählt wurde. Durch Division der Anzahl an Reporterprotein-
aktivität zeigenden Haarfollikeln durch die Gesamtzahl ausgezählter Haarfollikel erhielt man den 
Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikel. Pro Areal wurden zwei bis vier Replikate 
ausgewertet und der Mittelwert der Anzahl HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel gebildet. 
Aus den Mittelwerten pro Areal wurden Mittelwerte pro Versuchstier gebildet. Diese Mittelwerte 
dienten als Rohdaten für die jeweiligen statistischen Testverfahren, wie F- Test, T-Test und 
Mann- Whitney Test (s. Abschnitt 5.6).  
Dies wurde bei 50 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgenen und bei 14 HPV11 URR- 
lacZ einfach transgenen Mäusen durchgeführt (s. Tabelle 1). Die Mittelwerte beider Gruppen 
lagen bei M(HPV11 URR- lacZ x UBC- E2)=14,02 % ± 9,72 und M(HPV11 URR)=8,69 % ± 3,9. 
Der Median beträgt x̅=13,45 % in HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgenen Mäusen, 
respektive x̅=8, 45 % in HPV11 URR einfach transgenen Mäusen (s. Abbildung 18). 
 
Tabelle 1: Vergleich der Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden, murinen, dorsalen Haarfollikel in HPV11 
URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR transgenen Mäusen: Deskriptive Statistik und Probenumfang. 
 
Der Unterschied in der Varianz der Anteile an HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel beider 
transgenen Mauslinien wurde mittels F- Test ermittelt und war hochsignifikant (s. Tabelle 2).  
 HPV11 URR- lacZ x 
UBC- E2 
HPV11 URR- lacZ 
Tierzahl 50 14 
Σ (Haarfollikel) 11527 3832 
Σ (HPV11 URR Aktivität zeigende Haarfollikel) 1584 322 
Mittelwert M (Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigende 
Haarfollikel) in % 
14,02  
[1,1 – 40,2] 
8,69 
[3,9 – 15,8] 
Standardabweichung SD in % 9,72 3,19 
Median in % 13,45 8,45 
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Abbildung 18: Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln in HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und 
HPV11 URR- lacZ transgenen Mäusen im Boxplot [n(HPV11 URR- lacZ x UBC- E2)=50, n(HPV11 URR- 
lacZ)=14]. Die Enden des Whiskers stellten Minimum und Maximum dar, Beginn und Ende der Box die 25 %, 
bzw. die 75 % Perzentile, innerhalb der Box war der Median abgebildet. Varianzunterschiede waren 
hochsignifikant (***), die Unterschiede der Mittelwerte der HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikel nicht 
(s. Mann Whitney Test, Tabelle 1). 
 
Um die Unterschiede der Mittelwerte der Anzahl HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel 
statistisch zu bewerten, wurde der Mann Whitney Test durchgeführt. Dies ist ein parameterfreier 
Homogenitätstest, der zwei unabhängige Populationen vergleicht, hier: den Anteil muriner, 
epidermaler HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel von HPV11 URR- lacZ versus HPV11 
URR- lacZ x UBC- E2 transgenen Mäusen (s. Tabelle 3). Dieser zeigte keine signifikanten 
Unterschiede.  
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Tabelle 2: F- Test zur Überprüfung der Varianzgleichheit hochsignifikante (***) Unterschiede in der Anzahl an 
HPV11 URR Aktivität zeigenden, murinen, dorsalen Haarfollikeln von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 (50) und 
HPV11 URR (14) transgenen Tieren. 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 vs. HPV11 URR: F Test zum Varianz- Vergleich 
F, DFn, Dfd 9,356, 49, 13 
F Wert P<0,0001 
Sind die Varianzen signifikant unterschiedlich? ja *** 
 
Tabelle 3: Der Mann Whitney Test zeigte keinen statistisch signifikanten Unterschied des Mittelwerts der 
Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden, murinen, dorsalen Haarfollikeln beider Genotypen (HPV11 URR- 
lacZ x UBC- E2 versus HPV11 URR) mit P=0,119 (n(HPV11 URR- lacZ x UBC- E2)=50, n(HPV11 URR=14), 
CI=95 %. 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 vs. HPV11 URR: Mann Whitney Test 
P Wert 0,1190 
Exakt oder angenäherter P Wert? Gaußsche Annäherung 
P<0,5 nein 
Ein- oder zweiseitiger P Wert? zweiseitig 
 
2.3. Einfluss von E2 auf die HPV11 URR nach der Behandlung mit 
Dexamethason 
 
Dexamethason ist ein Glukocorticoid und kann an das Glukocorticoid Response Element (GRE) 
in der Enhancer Region der HPV11 URR binden und somit Einfluss auf die Aktivität des HPV11 
Early Promoters nehmen. Inwieweit E2 und Dexamethason sich in ihrer Aktivität beeinflussten, 
wurde durch den Vergleich der Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden, dorsalen 
Haarfollikeln der doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 mit der einfach transgenen 
HPV11 URR- lacZ Mauslinie gezeigt. 
14 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und 15 HPV11 URR- lacZ transgene Mäusen wurden dorsal 
rasiert und Dexamethason (2 mg/ml) wurde mechanisch auf die dorsale Epidermis appliziert. Die 
Probenkollektion erfolgte drei, sechs und vierundzwanzig Stunden post applicationem. Pro 
transgener Maus wurden mindestens zwei dorsale Hautareale in mindestens zwei Replikaten 
untersucht. Es wurden 10 µm dicke Kryoschnitte der murinen, dorsalen Epidermis angefertigt. 
Das Reporterprotein wurde mittels X- Gal Färbung nachgewiesen. Die Anzahl an 
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Reporterproteinaktivität und somit an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln wurde ins 
Verhältnis zu der Gesamtzahl aller Haarfollikel gesetzt. Der Anteil aller HPV11 URR Aktivität 
zeigender Haarfollikel wurde pro transgener Maus errechnet. Aus allen Mäusen eines Genotyps 
pro Probenkollektionszeitpunkt und Behandlungsart wurde der Mittelwert errechnet.  
 
Deskriptiv erkennt man in Abbildung 19, dass der Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden 
Haarfollikeln in HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgenen Tieren kontinuierlich abnahm, 
während deren Anteil in HPV11 URR- lacZ transgenen Tieren über den Zeitraum von drei bis 
sechs Stunden post applicationem zunächst anstieg, um danach auf ein Niveau unter fünf 
Prozent abzufallen (s. Tabelle 4). 
 
 
Abbildung 19: Dexamethason beeinflusste den Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln in 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 (**) und in HPV11 URR- lacZ (***) transgenen Mäusen signifikant. Alle HPV11 URR 
Aktivität zeigenden Haarfollikel einer Maus wurden zusammen gezählt und durch die Gesamtzahl der 
Haarfollikel dividiert. Der Mittelwert aller Mäuse pro Genotyp, Behandlungsart und Zeitpunkt wurde errechnet. 
Mittelwerte der jeweiligen Behandlungsgruppe mit Standardabweichung sind dargestellt. 
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Tabelle 4: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- lacZ transgene Tiere: Behandlungsart 
(Dexamethason behandelt oder unbehandelt), Probenumfang, Mittelwerte des Anteils an HPV11 URR Aktivität 
zeigenden Haarfollikeln pro Maus und deren Standardabweichung pro Probenkollektionszeitpunkt (3 h, 6 h, 
24 h post applicationem). 
 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 HPV11 URR- lacZ 
 Dexamethason unbehandelt Dexamethason unbehandelt 
3 h 0,313 ± 0,05 
(n=3) 




0,302 ± 0,3 
(n=4) 
6 h 0,206 ± 0,07 
(n=3) 




0,298 ± 0,04 
(n=4) 






0,285 ± 0,009 
(n=4) 
 
Mithilfe der in Tabelle 4 dargestellten Daten konnten folgende drei Fragen statistisch signifikant 
mithilfe des T- Tests und der One- way und two- way ANOVA Tests beantwortet werden: 
 Gibt es signifikante Unterschiede in der Anzahl HPV11 URR Aktivität zeigender 
Haarfollikel zwischen transgenen Tieren eines Genotyps zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten? 
 Unterscheiden sich behandelte und unbehandelte transgene Tiere eines Genotyps in der 
Anzahl HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel pro Zeitpunkt? 
 Inwiefern unterscheiden sich HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR transgene 
Tiere in der Anzahl HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel?  
 
2.3.1. Unterschiede in dem Anteil HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel 
zwischen transgenen Tieren eines Genotyps zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten 
 
Die Frage, ob die Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikel ohne Behandlung mit 
Dexamethason in beiden Genotypen konstant war, wurde mithilfe des One- way ANOVA Tests 
positiv beantwortet. Dieser zeigte zu keinem Zeitpunkt signifikante Unterschiede in der Menge 
an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln innerhalb beider unbehandelter 
Genotypgruppen (s. Tabelle 5 und Tabelle 7). E2 allein hatte keinen Einfluss auf die HPV11 
URR Aktivität. 
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Tabelle 5: Nicht mit Dexamethason behandelte HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgene Mäuse 
unterschieden sich in dem Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln zu keinem 
Probenkollektionszeitpunkt.  
Unbehandelt: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tiere:  
One- way ANOVA: Vergleich HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel aller drei Probenkollektions-
zeitpunkte 
P Wert 0,8201 
P Wert Zusammenfassung ns 
Sind die Mittelwerte signifikant unterschiedlich? (P<0,5) nein 
Anzahl an Probenkollektionszeitpunkten 3 
F Wert 0,2064 
 
Bei der mit Dexamethason behandelten HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgenen 
Versuchsgruppe war die Abnahme an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln statistisch 
zwischen den Probenkollektionszeitpunkten drei und vierundzwanzig Stunden post 
applicationem signifikant (s. Tabelle 6), nicht aber bei dem Vergleich der anderen 
Probenkollektionszeitpunkte post applicationem (Daten nicht gezeigt). Der nicht signifikante F- 
Test zum Varianzvergleich ermöglichte den T- Test zur Überprüfung der Unterschiede im 
Mittelwert (s. Tabelle 6).  
 
Tabelle 6: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgene Tiere zeigten im nicht gepaarten T- Test einen 
statistisch signifikanten Unterschied (**) in der Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln 
zwischen den Probenkollektionszeitpunkten 3 h und 24 h post applicationem (P=0,025). Der F- Test war nicht 
signifikant. 
Dexamethason behandelt: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2  
Vergleich Probenkollektionszeitpunkt 3 h vs. 24 h post applicationem 
Nicht gepaarter T- Test  
P Wert 0,025 
Sind die Mittelwerte signifikant unterschiedlich? (P<0,5) Ja (**) 
Ein- oder zweiseitiger P Wert? zweiseitig 
F, DFn, Dfd 64.43, 2, 1 
F Wert 0,1755 
Sind die Varianzen signifikant unterschiedlich? nein 
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Ebenso verhielt es sich bei den HPV11 URR- lacZ transgenen Tieren: Die Mittelwerte des 
Anteils an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln veränderte sich in der unbehandelten 
Versuchsgruppe nicht, allerdings in der mit Dexamethason behandelten Gruppe (s. Tabelle 7). 
Hier war der Unterschied zwischen der Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln 
aller drei Probenkollektionszeitpunkten hochsignifikant.  
 
Tabelle 7: HPV11 URR- lacZ einfach transgene Tiere unterschieden sich nach der Dexamethasonbehandlung 
in ihrem Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln zu allen drei Probenkollektionszeitpunkten 
hochsignifikant (P<0,0001, ***). Der F- Test war signifikant. 
Dexamethason behandelt und unbehandelt: HPV11 URR- lacZ  
One- way ANOVA aller drei Probenkollektionszeitpunkte 
 Dexamethason behandelt unbehandelt 
P Wert P<0,0001 0,5125 
P Wert Zusammenfassung *** ns 
Sind die Mittelwerte signifikant unterschiedlich? 
(P<0,5) 
ja nein 





2.3.2. Unterschiede in dem Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden 
Haarfollikeln Dexamethason behandelter und unbehandelter transgener 
Tiere pro Probenkollektionszeitpunkt 
 
Signifikante Unterschiede im Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln zwischen 
Dexamethason behandelten und unbehandelten transgenen Tieren des gleichen Genotyps pro 
Zeitpunkt fanden sich ausschließlich 24 Stunden post applicationem, sowohl bei der HPV11 
URR- lacZ x UBC- E2 als auch bei der HPV11 URR- lacZ transgenen Tiergruppe (s. Tabelle 8). 
Dies galt sowohl im Unterschied zu der unbehandelten Kontrollgruppe zum gleichen Zeitpunkt 
als auch zu den mit Dexamethason behandelten transgenen Pendants der beiden anderen 
Probenkollektionszeitpunkten (s. Tabelle 8).   
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Tabelle 8: Dexamethason behandelte und unbehandelte HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgene (**) und 
HPV11 URR- lacZ (***) einfach transgene Mäuse zeigten 24 h post applicationem signifikante Unterschiede in 
dem Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln mit P(HPV11 URR- lacZ x UBC- E2)=0,0042 und 
P(HPV11 URR- lacZ)<0,0001. Der F- Test beider Genotypen war nicht signifikant. 
Unbehandelt und Dexamethason behandelt: 24 h post applicationem  
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- lacZ 
Nicht gepaarter T Test 
 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 HPV11 URR- lacZ 
P Wert 0,004 P<0,0001 
P Wert Zusammenfassung ** *** 
Sind die Mittelwerte signifikant 
unterschiedlich? (P<0,5) 
ja ja 
Ein- oder zweiseitiger P Wert? zweiseitig zweiseitig 
F Wert 0,6091 0,2795 
Unterscheiden sich die Varianzen signifikant? nein nein 
 
2.4. Einfluss von HPV11 E2 auf die HPV11 URR Aktivität unter 
UVB Bestrahlung 
 
UVB Licht wirkt aktivierend auf die Upstream Regulatory Region humaner Papillomaviren in 
homo, zusätzlich induziert UVB Doppelstrangbrüche der genomischen DNA und destabilisiert 
somit betroffene Zellen. UVB unterstützt die transformierenden Eigenschaften des HPV8 E2 
Proteins im transgenen Mausmodell (Pfefferle, Marcuzzi et al. 2008). 
25 transgene Mäuse (12 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und 13 HPV11 URR- lacZ) wurden unter 
Narkose für drei Minuten mit UVB Licht der Wellenlänge λ=312 nm bestrahlt (s. Tabelle 9 und 
Abbildung 20) und zu fünf unterschiedlichen Zeitpunkten (0 h, 8 h, 24 h, 48 h) post 
applicationem euthanasiert. Kryoproben der murinen, dorsalen Epidermis wurden entnommen. 
Der Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln wurde durch den 
Reporterproteinaktivitätsnachweis mittels X- Gal und durch Hellfeldmikroskopie erbracht. Pro 
Maus wurde der Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikel an der Gesamtmenge an 
Haarfollikeln ermittelt. Pro transgener Maus wurden mindestens zwei dorsale Hautareale in 
mindestens zwei Replikaten untersucht. 
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Tabelle 9: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- lacZ transgene Mäuse: Probenumfang, Mittelwerte 
des Anteils an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln pro Maus und deren Standardabweichung pro 
Probenkollektionszeitpunkt (0 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h post applicationem). 
 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 HPV11 URR- lacZ 
 Mittelwert  Mittelwert  
0 h 0,298 ± 0,03 (n=2) 0,229 ± 0,051 (n=3) 
8 h 0,204 ± 0,006 (n=2) 0,2 ± 0,013 (n=3) 
24 h 0,26 ± 0,036 (n=2) 0,229 ± 0,016 (n=2) 
48 h 0,234 ± 0,008 (n3) 0,22 ± 0,028 (n=2) 
72 h 0,251 ± 0,075 (n3) 0,19 ± 0,032 (n=3) 
 
 
Abbildung 20: Die Bestrahlung mit UVB (λ=312 nm) beeinflusste den Anteil an HPV11 URR Aktivität 
zeigenden Haarfollikeln in HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 (0,204 - 0,298) und in HPV11 URR- lacZ transgenen 
Mäusen (0,19 – 0,229) nicht signifikant (s. Tabelle 11). Das Experiment umfasste 14 HPV11 URR- lacZ x UBC- 
E2 und 15 HPV11 URR- lacZ transgene Mäuse.  
 
Die Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln unterschied sich nicht signifikant 
zwischen den beiden Genotypen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- lacZ und 
zwischen unterschiedlichen Probenkollektionszeitpunkten (s. Tabelle 10). Die Varianz des 
Anteils an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln war in Gewebsproben 
doppeltransgener HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäusen erhöht gegenüber den Gewebsproben 
von einfach transgenen HPV11 URR- lacZ Mäusen. Um alle Einflussfaktoren, die auf die 
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transgenen Mauslinien, HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- lacZ, wirken konnten, 
nämlich den Probenkollektionszeitpunkt und der transgene Genotyp, gemeinsam zu 
analysieren, wurde ein 2way ANOVA Test durchgeführt. Die Interaktion der beiden 
Einflussfaktoren „Probenkollektionszeitpunkt“ mit fünf Variablen (0 h, 8 h, 24 h, 48 h, 72 h post 
applicationem) und „Genotyp“ mit zwei Variablen (HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 
URR- lacZ), ist für 5,03 % der Gesamtvarianz verantwortlich. Der hohe P Wert zeigte, dass die 
Chance einer zufälligen Interaktionsrate jedoch bei 90,2 % lag. Die An-, bzw, Abwesenheit voN 
E2 beeinflusste die Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel nicht signifikant zu 
9,35 % mit einem P Wert von 0,1885. Der Probenkollektionszeitpunkt hatte einen nicht 
signifikanten Anteil an der Gesamtvarianz von 12,69 % mit einer 64 % igen Chance, dass es 
sich hiermit um ein zufällig beobachtetes Phänomen handelte (P=0,6396). 
 
Tabelle 10: Die Einflussfaktoren “Probenkollektionszeitpunkt” und “transgener Genotyp” zeigten im 2way 
ANOVA Test keine statistisch signifikante Interaktion. Beide Faktoren unabhängig voneinander beeinflussten 
den Probenausgang auch nicht signifikant. 
HPV11 URR und HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tiere: Faktor „Probenkollektionszeitpunkt“ und 
„Genotyp“: 2way ANOVA  
Quelle der Unterschiede Prozentsatz an dem Gesamtunterschied (%) P Wert 
Interaktion 5,03 0,902 
“transgener Genotyp” 9,35 0,189 
“Probenkollektionszeitpunkt” 12,69 0,64 
Quelle der Varianz P Wert Zusammenfassung Signifikanz? 
Interaktion nicht signifikant nein 
“transgener Genotyp” nicht signifikant nein 
“Probenkollektionszeitpunkt” nicht signifikant nein 
 
Zusammengefasst beeinflusste die Bestrahlung der HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 
URR transgenen Tiere mit UVB Licht die Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden 
Haarfollikeln nicht. 
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2.5. Einfluss des Lebensalters der doppeltransgenen HPV11 URR- 
lacZ x UBC- E2 Mäuse auf die HPV11 URR Aktivität 
 
Der Open Reading Frame (ORF) des HPV11 E2 Gens wurde durch den humanen Promoter 
Ubiquitin C reguliert. Dies führte zu einer ubiquitären Expression in allen untersuchten murinen 
Zellen (Leber, Haut, Darm, Niere) (Leykauf, 2008). Inwiefern die Expressionsstärke und somit 
die Promotorstärke mit zunehmendem Lebensalter ab-, bzw. die Degradationsgeschwindigkeit 
des viralen E2 Proteins in murinen Haarfollikelzellen zunahm, wurde durch die X- Gal Färbung 
mit anschließender Hellfeldmikroskopie und dem Auszählen HPV11 URR Aktivität zeigender 
Haarfollikel im Verhältnis zu allen Haarfollikeln indirekt untersucht.  
Die Anzahl HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel doppeltransgener HPV11 URR- lacZ x 
UBC- E2 Tiere wurden in drei Gruppen dokumentiert: unbehandelt (s. Tabelle 11), 
Dexamethason- (s. Tabelle 13) und UVB- (s. Tabelle 15) behandelt. Diese drei 
Behandlungsgruppen wurden wiederum in zwei Altersklassen unterteilt: „jung“ (0- 6 Monate) und 
„alt“ (7- 18 Monate). 
 
2.5.1. Einfluss des Lebensalters auf die HPV11 URR Aktivität in unbehandelten 
doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäusen  
 
Es wurden zwei junge (0- 6 Monate) und fünf alte (7- 18 Monate) unbehandelte doppeltransgene 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tiere in den Versuch aufgenommen. Pro transgener Maus wurden 
mindestens zwei dorsale epidermale Gewebsareale in mindestens zwei Replikaten untersucht. 
Diese wurden einzeln ausgewertet und deren Mittelwert errechnet. Der Mittelwert aus jeder 
Altersgruppe betrug M(0- 6 Monate)=0,253 ± 0,019 und M(7- 18 Monate)=0,334 ± 0.008 für die 
alte Altersklasse (s. Tabelle 11). Deskriptiv wurde die Anzahl an HPV11 URR Aktivität 
zeigenden Haarfollikeln pro Maus und Altersgruppe in Abbildung 21 mittels DotPlot dargestellt. 
Die Differenz beider Mittelwerte betrug -0,082 ± 0,0171. 
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Tabelle 11: Vergleich des Anteils an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln von unbehandelten HPV11 
URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgen Mäusen in den Kategorien „jung“ (0- 6 Monaten) und „alt“ (7- 18 
Monaten): Deskriptive Statistik und Probenumfang. 
Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln der Gruppen „jung“ und „alt“ von HPV11 URR- 
lacZ x UBC- E2 doppeltransgenen, unbehandelten Mäusen 
 Jung (0- 6 Monate) Alt (7- 18 Monate) 
Tierzahl 2 5 
Median 0,25 0,3350 
Mittelwert M (Anteil an HPV11 URR Aktivität 
zeigende Haarfollikel) 
0,25  
[0,23 – 0,27] 
0,33  
[0,31 – 0,35] 
Standardabweichung 0,027 0,019 
 
 
Abbildung 21: Unbehandelte HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgene Mäuse wurden in ihrer Anzahl an 
HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln in zwei Altersklassen „jung“ (0- 6 Monate) und „alt“ (7- 18 
Monate) verglichen. Die Mittelwerte betrugen: M(0- 6 Monate)= 0,253 ± 0,019 (2), M(7- 18 Monate)= 0,334 ± 
0.008 (5). 25 %, respektive 75 % Perzentile, der Mittelwert und die einzelnen Messpunkte sind durch Linien 
dargestellt. Der Unterschied war mit P=0,005 signifikant (**). 
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Um die statistische Signifikanz der Unterschiede der beiden Mittelwerte des Anteils der HPV11 
URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln in den voneinander unabhängigen Altersklassen „jung“ 
und „alt“ zu ermitteln, wurde ein nicht gepaarter T- Test durchgeführt. Der T- Test besaß durch 
den negativen F- Test Aussagekraft (F=0,4401). Der T- Test zeigte einen zweiseitigen P Wert 
von P=0,005 und war somit statistisch signifikant (s. Tabelle 12).  
 
Tabelle 12: Die beiden Altersklassen „jung“ und „alt“ der unbehandelten HPV11 URR- laZ x UBC- E2 
transgenen Tiergruppe zeigten einen statistisch signifikanten Unterschied (**) in der Anzahl an HPV11 URR 
Aktivität zeigenden Haarfollikeln. Der F- Test war nicht signifikant.  
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2: unbehandelt (0- 6 Monate vs. 7- 18 Monate): Nicht gepaarter T- Test 
P Wert 0,005 
P Wert Zusammenfassung ** 
Sind die Mittelwerte signifikant unterschiedlich? (P<0,5) ja 
ein- oder zweiseitiger P Wert? zweiseitig 
F, DFn, Dfd 2,109, 1, 4 
F Wert 0,4401 
Sind die Varianzen signifikant unterschiedlich? nein 
 
Der Unterschied in der Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln der dorsalen 
Epidermis war signifikant zwischen der Altersklasse „jung“ und „alt“ unbehandelter, 
doppeltransgener HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse und ist darauf zurückzuführen, dass das 
zunehmende Alter in dieser Behandlungsgruppe einen ansteigenden Effekt auf die Anzahl an 
Reporterproteinaktivität zeigenden Haarfollikeln hatte.  
 
2.5.2. Einfluss des Lebensalters auf die HPV11 URR Aktivität in mit 
Dexamethason behandelten, doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- 
E2 Mäusen 
 
Bei der zweiten Tiergruppe handelte es sich um mit Dexamethason behandelte, 
doppeltransgene HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse. Hier wurden insgesamt fünf Tiere in zwei 
Altersklassen „jung“ (0 -6 Monate) und „alt“ (7- 18 Monate) untersucht (s. Tabelle 14). Pro 
transgener Maus erfolgten mindestens zwei dorsale Hautareale in mindestens zwei Replikaten.  
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Tabelle 13: Vergleich mit Dexamethason behandelter, doppeltransger HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tiere in 
den Altersklassen „jung“ (0- 6 Monaten) und „alt“ (7- 18 Monaten): Deskriptive Statistik und Probenumfang. 
Altersvergleich der Gruppen „jung“ und „alt“ von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgenen, 
Dexamethason behandelten Tieren 
Tierzahl 2 3 
Median 0,3360 0,2250 
Mittelwert M (Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden 
Haarfollikeln) 
0,3360 ± 0,061 
[0,29 – 0,38] 
0,1833 ± 0,104 
[0,07 – 0,26] 
 
 
Abbildung 22: Die Anteile an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln der dorsalen Epidermis der beiden 
Altersklassen „jung” und „alt” der doppeltransgenen, mit Dexamethason behandelten HPV11 URR- lacZ x 
UBC- E2 Mäuse im DotPlot. Die Mittelwerte betrugen M(„alt“)=0,336 ± 0,043 und M(„jung“)= 0,183 ± 0,06. Der 
Unterschied war nicht signifikant. 
 
In Abbildung 22 wurden die Mittelwerte der Anzahl an Reporterproteinaktivität zeigenden 
Haarfollikel deskriptiv in einem DotPlot dargestellt. Die Mittelwerte der beiden Altersklassen 
„jung“ und „alt“ der doppeltransgenen, mit Dexamethason behandelten HPV11 URR- lacZ x 
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UBC- E2 Tiergruppe betrugen M(„alt“)=0,336 ± 0,043 und M(„jung“)=0,183 ± 0,06, die Differenz 
beider Mittelwerte war 0,153 ± 0.084. Die Varianzen- Gleichheit konnte durch den F- Test 
(s. Tabelle 14) gezeigt werden.  
 
Tabelle 14: Die Varianzen der beiden Altersklassen “jung” und “alt” der mit Dexamethason behandelten 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 transgenen Tiergruppe unterschieden sich nicht signifikant mit P=0,7644. 
Dexamethason behandelt: HPV11 URR- lacZ x UBC- E2: 0- 6 Monate vs. 7- 18 Monate  
F Test zum Varianz- Vergleich 
F, DFn, Dfd 2,923, 2, 1 
F Wert 0,7644 
Sind die Varianzen signifikant unterschiedlich? nein 
 
Eine statistisch signifikante Aussage zu der Unterschiedlichkeit der Anzahl an HPV11 URR 
Aktivität zeigenden Haarfollikeln der dorsalen Epidermis der beiden, voneinander unabhängigen 
Altersklassen „jung“ und „alt“ in Dexamethason behandelten HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 
Tieren konnte durch die zu geringe Fallzahl nicht getroffen werden. 
 
2.5.3. Einfluss des Lebensalters auf die HPV11 URR Aktivität der 
doppeltransgenen, UVB bestrahlten HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse  
 
Die dritte Behandlungsgruppe umfasste elf doppeltransgene, mit UVB Licht bestrahlte HPV11 
URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse. Diese wurden in die beiden Altersklassen „jung“ (0-6 Monate) 
(n=6) und „alt“ (7-18 Monate) (n=5) unterteilt. Pro transgener Maus wurden mindestens zwei 
dorsale Hautareale in mindestens zwei Replikaten untersucht (s. Tabelle 15). 
In der deskriptiven Abbildung 23 wurden die Mittelwerte der Anzahl an HPV11 URR Aktivität 
zeigenden Haarfollikel pro Altersklasse dargestellt. Hierzu wurden die murinen, dorsalen 
Epidermisareale pro Maus gemeinsam ausgewertet und deren Mittelwert errechnet. Die 
Mittelwerte der beiden Altersklassen „jung“ und „alt“ in der mit UVB Licht bestrahlten, 
doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tiergruppe betrugen M (jung)= 0,235 ± 0,023 
und M (alt)=0,272 ± 0,035, die Differenz der Mittelwerte 0,037 ± 0,041. 
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Tabelle 15: Vergleich der Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln von UVB bestrahlten 
doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäusen in den Kategorien „jung“ (0- 6 Monaten) und „alt“ (7-
18 Monaten): Deskriptive Statistik und Probenumfang. 
Altersvergleich der Klassen „jung“ und „alt“ von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgenen, 
UVB bestrahlten Mäusen 
 Jung (0- 6 Monate) Alt (7- 18 Monate) 
Tierzahl 6 5 
Median 0,2245 0,2330 
Mittelwert M (Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden 
Haarfollikeln) 
0,2355±0,059 
[0,17 – 0,33] 
0,2724±0,078 
[0,21 – 0,4] 
 
 
Abbildung 23: Dotplot des Anteils an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln mit UVB Licht bestrahlter, 
doppeltransgener HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse in den Altersklassen „jung“ (0- 6 Monate) und „alt“ (7- 
18 Monate): Die Mittelwerte betrugen: M(0- 6=Monate)=0,235 ± 0,023 und M(7- 18 Monate)=0,272 ± 0,035. Der 
Unterschied war nicht signifikant. 
 
Die Gleichheit der Varianz wurde mittels F- Test ermittelt. Der nicht gepaarte T- Test zum 
Vergleich der statistischen Signifikanz der Unterschiede der beiden Altersklassen „jung“ und „alt“ 
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in der mit UVB behandelten, doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tiere zeigte einen 
P Wert von P=0,392 und war somit statistisch nicht signifikant (s. Tabelle 16).  
 
Tabelle 16: Die beiden Altersklassen „jung“ und „alt“ unterschieden sich bei mit UVB behandelten, 
doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tieren nicht signifikant Der F- Test war nicht signifikant. 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2: UVB (0- 6 Monate vs. 7- 18 Monate) 
Nicht gepaarter T- Test 
P Wert 0,3920 
P Wert Zusammenfassung ns 
Sind die Mittelwerte signifikant unterschiedlich? (P<0,5) nein 
ein- oder zweiseitiger P Wert? Zweiseitig 
F, DFn, Dfd 1,834, 4, 5 
P Wert 0,5201 
Sind die Varianzen signifikant unterschiedlich? nein 
 
In der Behandlungsgruppe der mit UVB Licht behandelten HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 
transgenen Tiere gab es keinen signifikanten Unterschied in der Anzahl an HPV11 URR Aktivität 
zeigenden Haarfollikeln zwischen den Altersklassen „jung“ und „alt“ (s. Abbildung 24). 
Um die Interaktion der beiden Einflussfaktoren „Lebensalter“ und „Behandlungsart“ statistisch zu 
bewerten, wurde ein 2way ANOVA Test durchgeführt (s. Tabelle 17). Insgesamt wurden 23 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 transgene Tiere in die Untersuchung miteingeschlossen. Der 
Einflussfaktor „Lebensalter“ teilte sich in zwei Klassen: „Jung“ (0- 6 Monate) und „alt“ (7- 18 
Monate). Der Einflussfaktor „Behandlungsart“ besaß drei Variablen: „unbehandelt“, „mit 
Dexamethason behandelt“ und „mit UVB bestrahlt“. Die Gruppengröße war nicht in jeder 
Altersklasse und in jeder Behandlungsart konsistent (n=2- 6). Im 2way ANOVA Test erhielt 
dennoch jede der neun Kombinationsmöglichkeiten („jung“ und „unbehandelt“, „alt“ und 
„unbehandelt“, „jung“ und „Dexamethason behandelt“, etc.) die gleiche Gewichtung. Die 
Interaktion beider Einflussfaktoren machte 45,8 % der Gesamtvarianz aus. Es bestand eine 
Chance von 0,34 %, dass eine so hohe Interaktionsrate bei einem Experiment dieser Größe 
zufällig geschieht. Somit wurde die Interaktion beider Einflussfaktoren auf die Anzahl an HPV11 
URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln als sehr signifikant gewertet (**). Getrennt betrachtet 
hatten die beiden Einflussfaktoren „Alter“ und „Behandlungsart“ keinen Einfluss auf die Anzahl 
an HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel. 




Abbildung 24: Anteil an Reporterproteinaktivität zeigender Haarfollikel der beiden Altersklassen “jung” (0- 6 
Monate) und “alt” (7- 18 Monate) der HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 transgenen Tiere unter dem Einfluss drei 
verschiedener Behandlungsarten (unbehandelt, Dexamethason behandelt, UVB behandelt) mit 
Standardabweichungen. Die Unterschiede waren nicht signifikant. 
 
Tabelle 17: Die beiden Einflussfaktoren „Behandlungsart” und „Alter” zeigten im 2way ANOVA Test eine 
statistisch signifikante Interaktion (**) von 45,8 %. Es wurden 23 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Tiere 
untersucht, die Gruppengröße variierte von zwei bis sechs.  
Quelle der Unterschiede Anteil an dem Gesamtunterschied (%) P Wert 
Interaktion 45,80 0,0034 
Faktor “Behandlungsart” 5,50 0,3988 
Faktor “Lebensalter” 0,58 0,6577 
Quelle der Varianz P Wert Zusammenfassung Signifikanz? 
Interaktion ** ja 
Faktor “Behandlungsart” ns nein 
Faktor “Lebensalter” ns nein 




2.6. Quantifizierung der HPV11 URR Aktivität durch 
Immunfluoreszenz in HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- 
lacZ transgenen Mäusen 
 
Der Einfluss von E2 auf die HPV11 URR wurde quantitativ pro Haarfollikel erfasst. Dieser führte 
zu einer Erhöhung der Fluoreszenzintensitäten mit größerer Varianz. Der quantitative Vergleich 
der HPV11 URR Aktivität in Haarfollikeln der HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- 
lacZ transgenen Mäuse wurde mittels indirekter Immunfluoreszenz durchgeführt. Die Menge an 
Reporterprotein ȕ- Galaktosidase pro Zelle stand in direktem Zusammenhang mit der HPV11 
URR Aktivität in dieser Zelle. Die DNA der Zellkerne wurde mittels DAPI visualisiert (s. 
Abbildung 25). Durch diese fand die Normierung statt, da das DAPI Fluoreszenzsignal stabil und 
vergleichbar pro Gewebsschnitt war (s. Abbildung 32).  
 
 
Abbildung 25: Immunfluoreszenznachweis der ȕ- Galaktosidase in Haarfollikelzellen der dorsalen Epidermis 
der doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Maus 2766 (Primärantikörper Maus- anti- ȕ- Galaktosidase 
aus E. coli und Sekundärantikörper Ziege- anti- Maus + Cy2) und der DNA Visualisierung des Nukleus mittels 
DAPI auf dem 5 µm Kryoschnitt (63- fache Vergrößerung). Die maximale Projektion von 31 Einzelaufnahmen 
wurde abgebildet. A: Einfärbung der Stackprojektion, Visualisierung der Nuklei (blau), ȕ- Galaktosidase 
(grün). B: Maximale Stackprojektion der Original schwarz- weiß Aufnahme. Maßstab: 25 µm. 
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ȕ- Galaktosidase wurde auf Proteinebene mittels Primärantikörper (Maus- anti- E. coli ȕ- 
Galaktosidase aus Mus musculus) nachgewiesen, welcher mittels Fluorophor gekoppeltem 
Sekundärantikörper (Sekundärantikörper Ziege- anti- Maus + Alexa488/ Cy2) mittels konfokalem 
Mikroskop von Leica TCS SP5 visualisiert wurde. Die Detektion und Speicherung der Daten 
erfolgte in schwarz- weiß, anschließend wurden die Aufnahmen dem Emissionsspektrum 
entsprechend eingefärbt (DAPI: blau, Alexa488/ Cy2: grün) (s. Abbildung 25, 26, 27). Jedes 
Pixel der Originalaufnahme besaß einen Grauwert zwischen 0 (schwarz) und 255 (weiß) ohne 
Maßeinheit. Es wurden Stack- Aufnahmen der gesamten Schnittdicke mit einer 20- bis 63- 
fachen Vergrößerung aufgenommen und als .tif Datei gespeichert. Die Rohdaten wurden 
anschließend mittels der Software ImageJ (J 1.48v) auf eine Ebene mit Maximalwerten projiziert, 
quantifiziert und anhand der DAPI Färbung normalisiert (s. Abschnitt 5.4.3). Verglichen wurde 
die DAPI normierte Integrated Density (≙ Produkt aus dem Fluoreszenz- gefärbten Areal mit 
dem mittleren Grauwert des Areals, im Folgenden: Fluoreszenzintensitätswert) der 
Fluoreszenzsignal aufweisenden Zellen in Haarfollikeln beider Genotypen.  
 
 
Abbildung 26: Immunfluoreszenznachweis der ȕ- Galaktosidase in Haarfollikelzellen der dorsalen Epidermis 
von einfach transgenen HPV11 URR- lacZ Mäusen (Tiernummern A: 2171, B: 2172) (Primärantikörper Maus- 
anti- ȕ- Galaktosidase aus E. coli und Sekundärantikörper Ziege- anti- Maus + Cy2) und der DNA 
Visualisierung mittels DAPI. Die Aufnahme erfolgte in dreiundsechzigfacher Vergrößerung. Abgebildet 
wurden maximale Stackprojektionen aus 21(A) und 25 (B) Einzelaufnahmen. Maßstab: 25 µm. 
 





Abbildung 27: Immunfluoreszenznachweis der ȕ- Galaktosidase in Haarfollikelzellen der dorsalen Epidermis 
der HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 doppeltransgenen Mäusen (A: 2294, B: 2291, C: 2290, D: 2298 (5 µm 
Kryoschnitte; Primärantikörper Maus- anti- ȕ- Galaktosidase aus E. coli und Sekundärantikörper Ziege- anti- 
Maus + Cy2 [grün]) und der DNA Visualisierung des Nukleus mittels DAPI (blau) (20- fache Vergrößerung). 
Abgebildet wurden maximale Stackprojektionen aus je 24 (A), 27 (B), 32 (C) und 33 (D) Einzelaufnahmen. 
Maßstab: 100 µm. 
 
Zwölf Abbildungen von Haarfollikeln aus fünf HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und zehn 
Abbildungen von Haarfollikeln aus fünf HPV11 URR- lacZ transgenen Mäusen wurden in die 
quantitative Analyse miteinbezogen (s. Tabelle 18, Tabelle 20 und Abbildung 28).  
 




Tabelle 18: Deskriptiver Vergleich von Median, Mittelwert, Minimal- und Maximalwerten, Standardabweichung, 
25 %- und 75 % Perzentilen der Fluoreszenzintensitäten in HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikelzellen 
in HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV1 URR- lacZ transgenen Mäusen.  
 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 HPV11 URR- lacZ 
Anzahl an Werten 10 12 
Minimum 0,032 0,294 
25% Perzentile 0,414 0,465 
Median 1,095 0,72 
75% Perzentile 3,471 0,811 
Maximum 13,24 1,422 
Mittelwert 2,740 0,71 
Standardabweichung 4,114 0,292 
95% Konfidenzintervall  -0,203 – 5,683 0,525 – 0,896 
 
 
Abbildung 28: Dotplot der Fluoreszenzintensitätswerte von HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikelzellen 
der dorsalen Epidermis in HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 (n=10) und HPV11 URR- lacZ (n=12) transgenen 
Mäusen. y- Achse: Fluoreszenzintensitäten, x- Achse: Genotypen.  




Zur Kategorisierung der Fluoreszenzintensitätswerte wurden zwei Klassen eingeführt: „Niedrige 
Fluoreszenz“ mit Fluoreszenzintensitätswerten zwischen null und eins, „starke Fluoreszenz“ mit 
Fluoreszenzwerten über eins (s. Tabelle 19). In der Kategorie mit starker Fluoreszenzintensität 
(>1) fanden sich mehr Fluoreszenzintensitätswerte von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 
doppeltransgenen Tieren. Diese wiesen eine höhere Streubreite im Vergleich zu den 
Fluoreszenzintensitätswerten der Kategorie „Niedrige Fluoreszenz“ auf (s. Abbildung 29).  
 
Tabelle 19: Die Fluoreszenzintensitäten von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- lacZ transgenen 
Haarfollikelzellen in den Kategorien „niedrig (0- 1)“ und „stark“ (>1): Mittelwert, Standardabweichung, Anzahl. 
 HPV11 URR- lacZ HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 
 Mittelwert Standardabweichung n Mittelwert Standardabweichung n 
0- 1 0,646 0,060 11 0,385 0,131 5 
>1 1,422 0,000 1 5,096 2,196 5 
 
 
Abbildung 29: Klassifizierung der Fluoreszenzintensitätswerte in zwei Kategorien „niedrige 
Fluoreszenzintensität” mit Fluoreszenzintensitätswerten von 0-1 und „starke Fluoreszenzintensität” mit 
Fluoreszenzintensitätswerten >1. Die Enden des Whiskers stellen Minimum und Maximum dar, zusätzlich ist 
der Median abgebildet. In der Kategorie mit hoher Fluoreszenzintensität (>1) finden sich mehr 
Fluoreszenzintensitätswerte von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 transgenen Tieren, diese weisen eine höhere 
Streubreite im Vergleich zu den Fluoreszenzintensitätswerten der Kategorie „Niedrige Fluoreszenz“. Die y- 
Achse zeigt die Fluoreszenzintensitäten und die x- Achse dien Kategorien. 
Fluoreszenzintensitätsvergleich
von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2
vs.  HPV11 URR- lacZ














































Für den sensitiveren Vergleich der Fluoreszenzintensitäten einzelner Haarfollikel der Genotypen 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR, wurden vier verschiedene 
Fluoreszenzintensitätskategorien eingeführt: 0- 0,05 (niedrig); 0,5- 1 (mittel); 1,1- 2 (stark) und 
>2 (sehr stark) (s. Abbildung 30 und Tabelle 21). Die Kategorie der stärksten 
Fluoreszenzintensität mit der höchsten Standardabweichung (2,58) wurde allein durch 
Haarfollikel doppeltransgener HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse repräsentiert. Die anderen 
Kategorien wiesen für beide Genotypen eine sehr geringe Standardabweichung auf (<0,076). 
 
 
Abbildung 30: Klassifizierung der Fluoreszenzintensitätswerte in vier Kategorien: niedrig (0- 0,5), mittel (0,51- 
1) ,stark (1,1- 2) und sehr stark (>2). In der Kategorie >2 fanden sich nur Fluoreszenzintensitätswerte von 
Haarfollikeln doppeltransgener HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse. Die y- Achse zeigte die 
Fluoreszenzintensitäten, die x- Achse die Kategorien. 
 
Tabelle 20: Deskriptiver Vergleich der Fluoreszenzintensitätsverteilung der Haarfollikel von HPV11 URR- lacZ 
x UBC- E2 und HPV11 URR- lacZ transgenen Mäusen in vier Kategorien (0- 0,05; 0,5- 1; 1,1- 2 und >2). 
 HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 HPV11 URR- lacZ 
 Mittelwert Standardabweichung n Mittelwert Standardabweichung n 
0- 0,5 0,082 0,050 2 0,394 0,050 3 
0,51- 1 0,587 0,076 3 0,740 0,044 8 
1,1- 2 1,451 0,000 1 1,422 0,000 1 
>2 6,007 2,580 4       
 




Abbildung 31 zeigt den Anteil an Haarfollikeln, deren Fluoreszenzintensitätswerte in die jeweilige 
Fluoreszenzintensitätskategorie fielen anteilig an der Gesamtmenge HPV11 URR Aktivität 
zeigender Haarfollikel (s. Tabelle 21).  
 
 
Abbildung 31: Vergleich des Anteils der Fluoreszenzintensitätswerte aus Haarfollikelzellen von HPV11 URR- 
lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR- lacZ transgenen Mäusen in vier Kategorien [0- 0,05 (niedrig), 0,5- 1 (mittel), 
1,1- 2 (stark) und >2 (sehr stark)].  
 
Tabelle 21: Anteil der Fluoreszenzintensitätswerte pro Genotyp an der Gesamtmenge HPV11 URR Aktivität 
zeigender Haarfollikel in den Kategorien: 0- 0,05 (niedrig); 0,5- 1 (mittel); 1,1- 2 (stark) und >2 (sehr stark).  
 HPV11 URR- lacZ HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 
0,05 0,273 0,182 
0,51- 1 0,727 0,273 
1,1- 2 0,083 0,091 
>2 0,000 0,364 
 
Die Anteile an Fluoreszenzintensitätswerten pro Kategorie unterschieden sich je nach 
genotypischen Ursprung: Während bei Haarfollikelzellen von einfach transgenen HPV11 URR- 
lacZ Mäusen der größte Anteil an Fluoreszenzintensitäten mit 72,7 % in die mittlere 
Fluoreszenzintensitätskategorie 0,51- 1 fiel, lag der größte Anteil mit 36,4 % der 




Fluoreszenzintensitätswerte von Haarfollikelzellen der doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x 
UBC- E2 Mäuse in der Kategorie „sehr stark“, die sie zudem allein ausmachten. Die Präsenz 
von E2 steigerte die Fluoreszenzintensität. In der zweitstärksten Kategorie“ waren beide 
Genotypen mit einem Einzelwert vertreten (≙ 0,083 % für Haarfollikel von HPV11 URR- lacZ 
und 0,091 % für Haarfollikel von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 transgenen Mäusen). Die 
Kategorie sehr geringer Fluoreszenzintensität (0- 0,5) wurde bei dem Genotyp HPV11 URR- 
lacZ mit 27,3 % und bei dem Genotyp HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 mit 18,2 % bedient. 
Inwiefern sich die Fluoreszenzintensitätswerte und deren Verteilung in zwei, bzw. vier 
Kategorien statistisch signifikant unterschieden, wurde zunächst mittels F- Test zum 
Varianzvergleich ermittelt. Der F- Test konstatierte einen hoch signifikanten Unterschied der 
Varianzen beider Grundgesamtheiten.  
Der parameterfreie Mann- Whitney- Test zeigte, dass sich die beiden Populationen in der 
Verteilung der Fluoreszenzintensitätswerte aus Haarfollikelzellen nicht signifikant unterschieden 
(P=0,449) (s. Tabelle 22). 
 
Tabelle 22: Die Fluoreszenzintensitätswerte der Haarfollikel von HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 und HPV11 URR 
transgenen Tieren unterschieden sich im Mann Whitney Test nicht signifikant. 
Verteilungsunterschiede der Fluoreszenzintensitätswerte der Haarfollikel von HPV11 URR und 
HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 transgenen Tieren: Mann Whitney Test 
P Wert 0,4483 
Exakter oder durch Gaußsche Annäherung gewonnen? Gaußsche Annäherung 
P Wert Zusammenfassung ns 
Sind die Mittelwerte signifikant unterschiedlich (P<0,05)? nein 
Ein- oder zweiseitiger P Wert? zweiseitig 
F,DFn, Dfd 199.0, 9, 11 
F Wert P<0.0001 
F Wert Zusammenfassung *** 
Sind die Varianzen signifikant unterschiedlich? ja 
  




2.6.1. Der DNA Fluoreszenzfarbstoff DAPI als Normalisierungsmarker 
 
Um die Fluoreszenzintensitäten in HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikelzellen quantitativ 
zu berechnen, wurden sie am stabilen Marker DAPI (4′, 6- Diamidin- 2- phenylindol) normalisiert. 
DAPI interkaliert mit der DNA in AT reichen Regionen der kleinen Furche der Doppelhelix. Das 
Absorptionsmaximum lag bei λ=358 nm, das Emissionsmaximum bei λ=461 nm. 
 
 
Abbildung 32: Maximalprojektionen DAPI behandelter Haarfollikelzellen des HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 
doppeltransgenen Tieres 2198 (A und B). Zellkerne sind grau dargestellt. 20 x Vergrößerung. Maßstab: 25 µm. 
 
Die konfokalen Stackaufnahmen im .tif Format der 5 µm Kryoschnitte der murinen, dorsalen 
Epidermis beider Genotypen wurden maximal auf eine Ebene projiziert (s. Abbildung 32). Die 
Intensität wurde mithilfe der TissueGnostics Software TissueQuest aus den Maximalprojektionen 
ausgelesen. Diese erkannte aufgrund des halb offenen, als Vorlage gespeicherten 
Zellkernerkennungsalgorithmus (growing mask) die aus vielen Pixeln bestehenden Zellkerne. 
Jedes Pixel hatte eine eigene Grauintensität (0- 255), welche pro Nukleus gemittelt wurde. 
Erworbene Daten wurden mithilfe des Statistikers Dr. Holland-Letz in einem (hierarchischen) 
nested Anova Statistiktest ausgewertet (s. Abbildung 33). Das variable Merkmal 
„Fluoreszenzintensität“ wurde innerhalb eines Kryoschnittes, innerhalb eines Objektträgers 
zwischen verschiedenen Kryoschnitten und zwischen Kryoschnitten auf verschiedenen 
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Objektträger auf die Homogenität des Fluoreszenzintensitätssignals geprüft. Da es sich um eine 
sehr große Datenmenge handelte, wurde der Anteil des Merkmals an der Varianz errechnet. Ein 
Anteil von über 50 % der Gesamtvarianz, den es nur für Fluoreszenzintensitätswerte von 
unterschiedlichen Objektträger gab, war signifikant. Dies wurde mithilfe des Boxplots dargestellt. 
Die Enden stellten Minimum und Maximum, Beginn und Ende der Box die 25 %, bzw. die 75 % 
Perzentile dar, darin war der Median abgebildet (s. Abbildung 34).  
 
 
Abbildung 33: Der nested ANOVA Test zeigte durch den hohen Varianzanteil, dass die Fluoreszenzintensitäts-
werte zwischen zu unterschiedlichen Zeitpunkten mit DAPI behandelten Objektträgern heterogen war (rot). 
Innerhalb des Kryoschnitts, des gleichen Objektträgers und des gleichen Projekts bestand Homogenität.  
 
 
Abbildung 34: Boxplot der DAPI Fluoreszenzintensitäten der Nuklei. Homogenität bestand pro Kryoschnitt 
und zwischen Kryoschnitten eines zum gleichen Zeitpunkt behandelter Objektträger. Die Enden stellten 
Minimum und Maximum dar, Beginn und Ende der Box die 25 % und 75 % Perzentile, darin der Median.  
 
Somit wurde DAPI als Normalisierungsmarker zur Messung der Fluoreszenzintensitäten in 
Abschnitt 2.5 verwendet.  
Varianz     Varianz   Anteil an  
Quelle   Pr > F   Komponente   Gesamtvarianz 
 
Insgesamt    764.972470   100.0000 
Pro Projekt   <.0001  426.111640   55.7029 
Pro Objektträger  <.0001  41.911877   5.4789 
Kryoschnitt  <.0001  31.614958   4.1328 
Fehler     265.333995   34.6854 
n=49500 





3.1. Die transgene Maus als in vivo Modell für die Modulation der 
HPV11 URR Aktivität durch E2 
 
Ziel dieser Arbeit war, den Einfluss des viralen E2 Proteins in seiner Funktion als 
Transkriptionsfaktor auf die Upstream Regulatory Region (URR) des humanen 
Papillomavirus 11 (HPV11) in vivo zu untersuchen. Hierzu wurde das doppeltransgene 
Mausmodell verwendet, welches die HPV11 URR und das E2 Protein stabil in das Genom 
integriert trägt. Die HPV11 URR reguliert die Transkription des Reportergens lacZ, kodierend für 
das Enzym ȕ- Galaktosidase. Die Anwesenheit der ȕ- Galaktosidase wies somit direkt auf die 
Aktivität der HPV11 URR hin. ȕ- Galaktosidase Aktivität wurde durch den funktionalen Umsatz 
des artifiziellen Substrats X- Gal (5- Brom- 4- chlor- 3- indoxyl- ȕ- D- galactopyranosid) in den 
indigoblauen Farbstoff 5, 5'- Dibrom- 4, 4'- dichlor- indigo bestimmt. Der Nachweis auf 
Proteinebene erfolgte mittels Immunfluoreszenz. HPV11 URR konnte ausschließlich in einem 
Anteil muriner Haarfollikelzellen nachgewiesen werden (Schenkel, Gaissert et al. 1999, Duwe 
2009). Der Anteil an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikelzellen an dem Gesamtanteil an 
Haarfollikeln wurde mit und ohne Einfluss von E2 verglichen. Die HPV11 URR Aktivität im 
einzelnen Haarfollikel wurde auch durch quantitative Immunfluoreszenz erfasst und ebenfalls mit 
und ohne Einfluss von E2 verglichen. Des Weiteren wurde die mögliche Interaktion zwischen 
dem Glukocorticoid Dexamethason, welches an das Glukocorticoid Responsive Element (GRE) 
in der HPV11 URR bindet, und E2 untersucht. UVB Bestrahlung verstärkte in HPV8 E2 
transgenen Mäusen die auf E2 zurückzuführende Tumorinduktion (Pfefferle, Marcuzzi et al. 
2008), somit wurde ein möglicher Einfluss auf die Funktion des HPV11 E2 Transkriptionsfaktors 
untersucht.  
Die Untersuchung des HPV11 E2 Proteins war in vorliegender Arbeit erstmalig in vivo gelungen. 
 
3.1.1. Limitierungen des transgenen Mausmodells HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 
HPV E2 besitzt in drei Bereichen des viralen Lebenszyklus eine essentielle Bedeutung: in der 
viralen Replikation, der mitotischen Zellteilung und der Transkription. Als artifizielles System 
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konnte das vorliegende transgene Mausmodell ausschließlich die Rolle von E2 in der 
Transkription mit Einschränkungen abbilden: Mus musculus war nicht der endogene Wirt des 
humanen Papillomavirus, das humane zelluläre Umfeld ist nicht vorhanden. Zudem fehlen alle 
weiteren viralen Proteine: Early Proteine eins bis sieben und die beiden Late Proteine L1 und 
L2. Zusätzlich wurde das aus E. coli stammende Enzym ȕ- Galaktosidase exprimiert. 
Koordinative, synergistische und auch essentielle Interaktionen mit viralen Proteinen, die zur 
Funktion von E2 gehören, konnten nicht dargestellt werden: E2 konnte keinen Einfluss auf die 
Replikation des Virus nehmen. Hierfür fehlte z. B. die Interaktion mit E1 (Melendy, Sedman et al. 
1995, Berg und Stenlund 1997), die alternativen Splicing Events, durch die das Protein E2^E8 
entsteht (Ammermann, Bruckner et al. 2008, Dreer, van de Poel et al. 2016) und das virale 
Genom zur Anheftung an den Spindelapparat (You, Croyle et al. 2004, Oliveira, Colf et al. 
2006). Die Transkription des E2 ORF wurde von dem humanen Ubiquitin C Promotor reguliert. 
Dies führte zu der ubiquitären Expression von E2 (Leykauf, Kabsch et al. 2008), welche 
konstant und nicht modulierbar war (Schorpp, Jager et al. 1996). Die Besetzung der vier 
Transkriptionsfaktorbindungsstellen und somit die reprimierenden oder aktivierenden 
Eigenschaften auf die HPV URR ist jedoch maßgeblich abhängig von der vorliegenden E2 
Proteinmenge (Sanders und Maitland 1994). Eine weitere Limitierung dieser Arbeit war die 
ungleiche Anzahl an ausgewerteten Proben pro Versuchsgruppe. Die Probendifferenz ergab 
keinen Mehrwert für die statistische Analyse.  
Trotzdem ist die Maus das einzige, funktionale und etablierte Mammaliamodell, in dem sich der 
humane Wirt und somit Prozesse humanpathogener Viren in vivo abbilden lassen. Anders als 
in vitro können physiologische Prozesse miteinbezogen werden. Die HPV11 URR war in einer 
Länge von 1071 bp, in unklarer Kopienzahl von ca. 20, mit den vier E2 
Transkriptionsfaktorbindungsstellen in das murine Genom integriert (Schenkel, Gaissert et al. 
1999). Die Upstream Regulatory Region ist nicht allein für die Transkription viraler Proteine 
verantwortlich. Der Late Promoter reguliert die Transkription der beiden Strukturgene L1 und L2 
und ist innerhalb des Open Reading Frames des E7 Gens lokalisiert (s. Abbildung 7). Der 
Integrationsort spielt insbesondere auf Hinsicht des Methylierungsstatus und der Epigenetik eine 
unklare Rolle. Einerseits gibt der Integrationsort artifizielle Effekte, andererseits lässt sich mit der 
genauen Lokalisierung mittels Genomsequenzierung Disruptionen muriner Open Reading 
Frames (ORFs) bestimmen. Die HPV11 URR Aktivität beschränkt sich exklusiv auf die 
Haarbulgus- und Haarbulbusregionen in einigen murinen Haarfollikeln. Die Expression in 
adulten Stammzellen ist anzunehmen (Protopapa, Gaissert et al. 1999). Hier entstehen die 
meisten murinen Epidermiskarzinome (Miller, Sun et al. 1993). In homo beschränkt sich die 
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Virusinfektion streng wirtsspezifisch auf die basalen, sich differenzierenden Keratinozyten der 
mukosomalen Epidermis.  
Dennoch gibt es Parallelen zu physiologischen Wirten: Cotton Tail Papillomaviren (CTPV) sind 
assoziiert mit dem Entstehen von Karzinomen und malignen Läsionen (zur Hausen 1987). Die 
Zielzellen der Cotton Tail Papillomaviren sind im Haarbulbus und -bulgus lokalisierte Zellen mit 
hoher Klonogenität (Schmitt, Rochat et al. 1996). Die untersuchten Tiere entwickelten nach 21 
Tagen epidermale Läsionen. Die Zellen besitzen eine spezielle Transkriptionsmaschinerie oder 
besondere Zelloberflächenrezeptoren, welche die Transkription oder die Aufnahme von CTP 
Viren erlaubt (Schmitt, Rochat et al. 1996). Im Menschen sind diese Oberflächenrezeptoren 
bereits teilweise bekannt (s. Abschnitt 1.1.1) (Woodham, Da Silva et al. 2012).  
 
3.1.2. Mögliche Phosphorylierung von HPV11 E2 in mure 
Das HPV11 E2 Protein konnte im Western Blot spezifisch nachgewiesen werden. 
Doppelbanden der Größe von ca. 42 kDa wiesen auf das Vorhandensein einer phosphorylierten 
und einer nicht phosphorylierten Form des E2 Proteins hin (s. Abbildung 15), obwohl der 
Nachweis des instabilen E2 Proteins schwer ist, da es der schnellen Degradierung durch das 
Proteasom unterliegt (Lee und Chiang 2009). Zusätzlich könnte man im nicht physiologischen 
Kontext der murinen Haarfollikelzelle eine gesteigerte Degradierung des E2 Proteins annehmen, 
da durch die nicht vorhandene Wirtsspezifität keine evolutionäre Adaptation stattgefunden hat. 
Zudem ist E2 in doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäusen nur in geringem Maße 
vorhanden (Duwe 2009). Die meisten Phosphorylierungen finden sich in der E2 Linkerregion, 
lokalisiert zwischen der C- terminalen DNA Bindungs- und der N- terminalen 
Transaktivierungsdomäne (Antson, Burns et al. 2000). Die Aminosäure Serin an Position 207 
und 243 (S207, bzw. S243) innerhalb der Linkerregion kann phosphoryliert werden. S243 trägt 
dadurch zur Stabilisierung, d. h. zur Halbwertszeitverlängerung, von HPV16 E2 bei. Zudem ist 
die Phosphorylierung essentiell zur Brd4 Interaktion und somit zur Chromosomenbindung 
(Chang, Liu et al. 2014). Das gleiche gilt für Serin 253 des HPV8 E2 Proteins. Serin 253 wird 
durch die Proteinkinase A in der S- Phase phosphoryliert (Sekhar und McBride 2012). Die Serin- 
Threonin- Kinase SRPK1 (Giannakouros, Nikolakaki et al. 2011) phosphoryliert die Ankerregion 
von E2, diese Phosphorylierung kann von E4 negativ reguliert werden und führt dann zu einer 
Akkumulation von E2 im subnukleären Bereich (Prescott, Brimacombe et al. 2014) und der 
Ausbildung sogenannter Foki (s. Abschnitt 1.1.1). Die Phosphorylierung von E2 durch die 
Proteinkinase CK2 ist ein negativer Regulator für dessen Rolle in der viralen Replikation 
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(Schuck, Ruse et al. 2013). Somit könnte das Vorliegen einer phosphorylierten Form des E2 
Proteins zu dessen Stabilität in der murinen Haarfollikelzelle beitragen.  
 
3.1.3. Der murine Haarfollikel als Ort der HPV11 URR Aktivität 
3.1.3.1. Intrazelluläre Proteininteraktionen 
HPV11 URR Aktivität zeigende Zellen sind ausschließlich dexter und sinister des Haarschaftes 
im Haarfollikel, bzw. im Bereich des Haarbulbus und Haarbulgus, lokalisiert (s. Abbildung 16, 
Abbildung 25 bis 27). In der Stammzellnische werden adulte, pluripotente (Vorläufer-) Zellen für 
Epidermis-, Glandula sebacea- und Haarfollikelzellen gefunden (Taylor, Lehrer et al. 2000, 
Oshima, Rochat et al. 2001). Die stattfindende Zelldifferenzierung hat der Aktivitätsort der 
HPV11 URR im transgenen Mausmodell mit dem endogenen Aktivitätsort in homo gemeinsam. 
Basale Stammzellen der humanen Epidermis, bzw. der Mukusschicht werden infiziert, welche 
auf dem Weg in suprabasale Zellschichten differenzieren (Crow 2012). Diese sind den 
Stammzellen im Haarbulgus ähnlich (Tumbar, Guasch et al. 2004). Demnach kann man 
spekulieren, dass es sich bei den HPV11 URR Aktivität zeigenden Zellen im transgenen 
Mausmodell um Stamm- oder Vorläuferzellen handelt (Protopapa, Gaissert et al. 1999), sodass 
sich das zelluläre Umfeld innerhalb der murinen und humanen Zelle ähnelt. 
 
 
Abbildung 35: Funktionelle Kategorien und Anteile der Interaktionspartner von E2, entsprechend der 
Genontologie nach Vempati (Vempati und Haldar 2012, McBride 2013). 
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Transkriptionsfaktoren, die sowohl in murinen Stammzellen des Haarbulgus als auch in 
humanen, epidermalen Basalzellen vorhanden sind, sind: das Aktivatorprotein 1 (AP 1) (Garcia- 
Carranca, Thierry et al. 1988, Chong, Chan et al. 1990, Kyo, Tam et al. 1995), Oct- 1 (Clower, 
Hu et al. 2006), Sp1, NF1, TEF- 1, CDPCut (O'Connor, Stunkel et al. 2000) und Bindungsstellen 
in der HPV URR besitzen (s. Abbildung 6). Sie lassen sich in sieben funktionellen Kategorien 
einteilen: DNA Replikation und Reparatur, mRNA Prozessierung, Protein Transport, 
Ubiquitinierung, Zellzyklus, Chromosomenstruktur und Separierung, Transkription und 
Chromatin und Apoptose (s. Abbildung 35). Sobald murine Zellen differenzieren und die 
Stammzellnische verlassen, stoppt die Aktivität der HPV11 URR. Die sich ändernde, zelluläre 
Umgebung scheint die HPV11 URR Aktivität zu reprimieren. Eventuell ändert sich der 
Methylierungsstatus, sodass die Bindung muriner, den Early Promoter der HPV11 URR 
aktivierender Transkriptionsfaktoren, z. B. AP 1, verhindert wird.  
In humanen, klinischen Gewebsproben wurde das zelluläre Bromdomänen Protein Brd4 als 
wichtigster Interaktionspartner von E2 identifiziert (You, Croyle et al. 2004, Iftner, Haedicke-
Jarboui et al. 2016) (s. Abbildung 36). Brd4 gehört zu der BET Proteinfamilie und ist somit für 
Zellwachstum und Transkription zuständig (Dey, Chitsaz et al. 2003). Brd4 vermittelt die E2 
abhängige Transkriptionsaktivierung. Denn siRNA gegen Brd4 verhindern die trans- 
Aktivierungsfunktion von E2 (McPhillips, Oliveira et al. 2006). Brd4 ist ebenfalls ein muriner 
Transkriptionsfaktor (Houzelstein, Bullock et al. 2002). Inwieweit HPV11 E2 im transgenen 
Mausmodell mit Brd4 interagiert, wurde nicht untersucht.  
 
 
Abbildung 36: Struktur und Funktion von HPV E2. Drei Domänen sind gezeigt: N- terminale 
Transaktivierungsdomäne, die Linkerregion und die C- terminale Homodimerisierungs- und DNA 
Bindungsdomäne mit möglichen Interaktionspartnern (Antson, Burns et al. 2000). 
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Der Methylierungsstatus der HPV11 URR könnte ebenfalls die ambivalente Rolle des HPV11 
Transkriptionsfaktors E2 erklären, eventuell lag die in das murine Genom integrierte HPV11 
URR hypermethyliert vor, sodass eine Bindung von E2 nicht möglich war (Thain, Jenkins et al. 
1996, Kim, Garner- Hamrick et al. 2003, Vinokurova und von Knebel Doeberitz 2011) und 
dessen potentiell reprimierende Eigenschaften verhindert wurden (Bhattacharjee und Sengupta 
2006). Die Bindungskapazität lässt sich mit der Rolle von E2, aktivierend oder reprimierend, 
koalieren (Romanczuk, Thierry et al. 1990, Thierry und Howley 1991, Demeret, Desaintes et al. 
1997). Der Methylierungsstatus wurde in vorliegender Arbeit nicht untersucht. Der 
Methylierungsstatus konnte intra individuae nicht kongruent sein, da einfach transgene Tiere 
(sowohl HPV11 URR- lacZ als auch UBC- E2) aus Hybriden in unbekannter 
Rückkreuzungsgeneration zu CL57BL/6 stammten. Dies könnte die hohe Varianz in den 
Experimenten erklären, welche in in vivo Tiermodellexperimenten per se höher ist als in vitro. 
Es wurde davon ausgegangen, dass sich die komplexe Quartärstruktur der E2- Dimere in den 
murinen Haarfollikelzellen genauso ausbilden kann wie in homo, da es sich bei beiden um 
Mammalia handelt. Dies ist eine Voraussetzung für das Binden von E2 an die URR, da der 
Transkriptionsfaktor E2 als (Homo-) dimer funktioniert. 
Ergebnisse, welche von E2 Proteinen anderer HPV- Typen handeln, sind vor dem Hintergrund 
zu interpretieren, dass die Grundstruktur der E2 Proteine aller α- und ȕ- Papillomaviren ähnlich 
sind, jedoch auch erhebliche Unterschiede wie Punktmutationen, die Lokalisierung des Open 
Reading Frames von E2 und die Anzahl an vorliegenden alternative Splicing Formen von E2 
zeigen (Garcia- Vallve, Alonso et al. 2005).  
Spekuliert man, dass nicht nur HPV16 E2 zu einem Ausbilden stabiler DNA- Loopings führen 
kann (Hernandez- Ramon, Burns et al. 2008), sondern auch HPV11 E2, so war dies aufgrund 
der Integration der HPV11 URR in das Mausgenom in unserem Modell nicht möglich. Stabile 
DNA Loops sind eine Möglichkeit der Transkriptionsregulierung (Hernandez- Ramon, Burns et 
al. 2008), welche somit in unserem Modell nicht erkennbar war.  
 
3.1.3.2. Interzelluläre Wachstumsfaktoren des Haarfollikels 
In nur ca. 5- 30 % aller murinen Haarfollikel fanden sich HPV11 URR Aktivität zeigende Zellen. 
Dies könnte auf den Wachstumszyklus des Haares zurückzuführen sein, bestehend aus der 
Anagen- (Wachstums-), der Katagen- (Übergangs-), und der Telogenphase, in der das Haar 
ausfällt und erneuert wird (Jaks, Kasper et al. 2010, Voog und Jones 2010). Es befinden sich ca. 
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70- 90 % aller Haare in der Anagenphase, die wenigsten in der Katagenphase. Spekulativ 
könnte die HPV11 URR ausschließlich in Zellen der Katagenphase aktiv gewesen sein. Dies ließ 
sich je nach Lage der Haarfollikel in der Schnittebene beim Anfertigen der epidermalen 
Kryoschnitte nicht bestimmen.  
HPV11 URR Aktivität setzt somit ein spezifisches inter-, bzw. intrazelluläres Umfeld voraus.  
3.2. E2 reprimiert die HPV11 URR Aktivität bei zusätzlicher 
Behandlung mit dem Glukocorticoid Dexamethason  
  
Dexamethason ist ein synthetisches Korticosteroid, welches an das Glukocorticoid Responsive 
Element (GRE) der HPV11 URR binden kann (Klock, Gloss et al. 1988). Die 
Dexamethasonbehandlung modulierte die HPV11 URR Aktivität in einfach transgenen HPV11 
URR- lacZ Mäusen (Schenkel, Gaissert et al. 1999).  
Die Dexamethasonbehandlung der dorsalen Epidermis führte mit und ohne Einfluss von E2 zu 
einem Rückgang an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln. Die Reporterproteinaktivität 
wurde mittels funktionellem X- Gal Test ermittelt und zwischen HPV11 URR- lacZ und HPV11 
URR- lacZ x UBC- E2 Tieren verglichen. Somit zeigte sich ein statistisch signifikanter, von 
HPV11 E2 unabhängiger Rückgang an Transgenaktivität zeigenden Haarfollikeln im Vergleich 
zu unbehandelten Regionen der murinen, dorsalen Epidermis. Die Anzahl an Transgenaktivität 
zeigenden Haarfollikeln unter dem Einfluss von E2 und Dexamethason fällt von 31,3 % auf 
5,6 %, ohne den Einfluss von E2 von 29,9 % auf 3,3 % von dem Zeitpunkt drei Stunden auf 24 
Stunden post applicationem. Eine Probenkollektion unmittelbar nach der Applikation fand nicht 
statt. E2 beeinflusste die Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln sechs 
Stunden post applicationem. Doppeltransgene HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse zeigten 
einen kontinuierlichen Rückgang an Transgenaktivität zeigenden Haarfollikeln auf 20,6 %, 
während die Anzahl an Transgenaktivität zeigenden Haarfollikeln in einfach transgenen HPV11 
URR- lacZ Tieren auf 34,3 % anstieg. Diese Unterschiede waren statistisch signifikant. Somit ist 
die Transaktivierung durch HPV11 E2 in vivo möglich. E2 zeigte eine positive Verstärkung des 
reprimierenden Einflusses von Dexamethason. Der aktivierende Einfluss von Dexamethason auf 
die HPV11 URR (Schenkel, Gaissert et al. 1999), konnte, vermutlich aufgrund der 
unterschiedlichen genetischen Hintergründe, nicht verifiziert werden. 
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Sowohl in HPV16 als auch HPV18 und HPV31 induzieren Glukocorticoide die Promoteraktivität 
in vitro (Gloss, Bernard et al. 1987, Mittal, Pater et al. 1993, Bromberg- White und Meyers 2003). 
Dies ist der Fall für primäre Keratinozyten und murine, renibuläre Zellen nach der Transfektion 
mit HPV16 und gleichzeitiger Dexamethasonbehandlung (Bruggemeier, Kalff et al. 1991, Mittal, 
Pater et al. 1993). HPV31 URR Aktivität lässt sich durch Dexamethason ausschließlich unter 
Differenzierungsbedingungen steigern (Bromberg- White, Sen et al. 2003).  
 
 
Abbildung 37: Organisation der Upstream Regulatory Region in HPV6, 11, 16, 18, 31 und 33. 550 bp sind 
abgebildet, dies entspricht zweidrittel der URR. Alle potentiellen Bindungsstellen der zellulären und viralen 
Transkriptionsfaktoren NF- 1, AP1, AP2, GRE (hier: Glukocorticoid und Progesteron Rezeptor= PR) und HPV 
E2 als Dimer sind abgebildet (Chong, Chan et al. 1990). 
 
Für HPV11 konnte gezeigt werden, dass eine Glukocorticoidbehandlung die Transkription der 
beiden Early Proteine E6 und E7 erhöht. Hier ist das Glucocorticoid Responsive Element in 
Larynxkeratinozyten nur schwach, in HeLa Zellen stark aktivierbar (DiLorenzo, Chen et al. 
1998). Die Unterschiede könnten in der unterschiedlichen Organisation der HPV URR begründet 
liegen (s. Abbildung 37) und im Fall des transgenen Mausmodells und in vitro Experimenten, der 
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physiologische Kontext sein. Konträr zeigt HPV11 E2 bei hoher Konzentration in vitro eine 
Repression der HPV11 URR (Dong, Broker et al. 1994), im transgenen Mausmodell hatte E2 
allein nur einen leichten, statistisch nicht signifikanten, aktivierenden Einfluss auf die HPV11 
URR Aktivität und deren Varianz.  
Eine synergistische Wirkung der simultanen Bindung von HPV11 E2 und Dexamethason wäre 
im vorliegenden transgenen Mausmodell denkbar. Somit kam es zu einer linearen Abnahme der 
HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikel unter Einfluss von E2 und Dexamethason. 
 
3.3. Lebensalter und UVB Bestrahlung haben keinen Einfluss auf 
die HPV11 URR Aktivität 
 
Das Lebensalter der Mäuse wurde als mögliche Variable untersucht, da unklar war, ob die 
Menge an E2 durch die Regulation des humanen Ubiquitin C Promoters über die Lebenszeit 
konstant blieb. Es wurden doppeltransgene HPV11- URR- lacZ x UBC- E2 Mäuse aus folgenden 
drei Gruppen untersucht: unbehandelt, Dexamethason behandelt und UVB bestrahlt. Die Mäuse 
wurden in zwei Alterskategorien unterteilt: Null bis sechs Monate („jung“) und sieben bis 
achtzehn Monate („alt“). Nur in der unbehandelten Versuchsgruppe gab es statistisch 
signifikante Unterschiede zwischen beiden Altersklassen. Der Einfluss ist in der deskriptiven 
Statistik stets leicht abbildbar, ist jedoch nur einmal statistisch signifikant. Der Einfluss von E2 
zeigte sich vor allen Dingen in der nicht signifikanten Varianzerhöhung, sodass die Anzahl an 
HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln einer größeren Schwankungsbreite unterlag. 
Demnach ist E2 in allen drei Gruppen über die Lebensdauer vorhanden oder hat per se einen 
Einfluss auf die HPV11 URR Aktivität. Letzt genannte Schlussfolgerung lässt sich für die mit 
Dexamethason behandelte Gruppe bestätigen. Das E2 Protein schien somit in allen 
untersuchten Proben den gleichen posttranskriptionellen Modifikationen, wie Degradierung 
durch das Proteasom und Phosphorylierungen, welche die Funktion und dessen Menge 
beeinflussten, zu unterliegen. Messenger RNA Analysen wurden nicht durchgeführt. 
Es fanden sich keine Hinweise auf Unterschiede in der Transkriptmenge von E2, welche direkt 
auf eine altersabhängige Reduktion der UBC- Promotor- Aktivität zurückzuführen wären. In 
Myelidzellen eines June B knock down Mausmodells konnte eine solche festgestellt werden 
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(Passegue, Jochum et al. 2001). Hierbei handelt es sich um eine differente Mauslinie und 
differente Zielzellen zu dem in vorliegender Arbeit untersuchten Modell. 
UVB Licht induziert DNA Doppelstrangbrüche und unterstützt somit die maligne Transformation. 
Es ist ein wichtiger, extrinsischer kanzerogener Faktor in dem Multistep Modell der 
Karzinogenese, indem es die Produktion des Corticotropin Releasing Faktors stimuliert, welches 
die nachfolgende Produktion von Proopiomelanocortin bedingt und die zelluläre Stressantwort 
anstößt (Slominski, Paus et al. 1996). UVB Licht stimuliert des Weiteren die Transkription von 
AP 1 Genen (Huang, Ma et al. 1997). In HPV8 E2 transgenen Mäusen hat UVB Licht eine 
synergistische Wirkung auf E2, sodass die Tumorformierung in UVB behandelten Mäusen 
beschleunigt wird, bzw. die Anzahl an HPV11 URR Aktivität zeigender Haarfollikel steigt 
(Schenkel, Gaissert et al. 1999, Pfefferle, Marcuzzi et al. 2008). UVB Licht und der eventuell 
dadurch induzierte Anstieg an AP 1 Proteinen allein und in Kombination mit dem 
Transkriptionsfaktor E2 konnte keine Modulation der HPV11 URR Aktivität hervorrufen. 
 
3.4. E2 erhöht die HPV11 URR Aktivität und deren Varianz in dem 
einzelnen Haarfollikel 
 
Die Quantifizierung von Proteinen in Gewebsschnitten stellt eine der größten 
Herausforderungen in der Molekularbiologie dar. In der vorliegenden Arbeit wurde ein System 
etabliert, das die relative Quantifizierung der Transgenmenge anhand eines Markerfluoreszenz-
moleküls erlaubt. 
Die Aktivität der HPV11 URR ließ sich nicht nur interepithelial anhand der Menge an HPV11 
URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln messen, sondern auch intrazellulär mittels 
Immunfluoreszenz. Hier wurde die Menge an Reporterprotein ȕ- Galaktosidase mittels 
Fluorophor gekoppelten Antikörpern nachgewiesen. Das Fluoreszenzsignal wurde im 
konfokalen Fluoreszenzmikroskop detektiert, anhand des DNA interkalierenden Fluorophors 
DAPI normiert und dessen Intensität zwischen HPV11 URR Aktivität zeigenden Haarfollikeln mit 
und ohne Einfluss von E2 verglichen.  
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Die Präsenz des E2 Proteins erhöhte die spezifische Fluoreszenzsignalintensität (DAPI 
normierte Integrated Density) für ȕ- Galaktosidase quantitativ von 0,71 auf 2,74, jedoch auch die 
Varianz der Fluoreszenzsignale: Proben von doppeltransgenen HPV11- lacZ x UBC- E2 Mäusen 
zeigten den Fluoreszenzintensitätsumfang von 0,032- 13,24, bei einfach transgenen HPV11 
URR- lacZ Tieren betrug dieser lediglich 0,294- 1,422. Eine erhöhte Fluoreszenzintensität 
bedeutete den Nachweis einer größeren Menge an Reporterprotein und somit eine erhöhte 
HPV11 URR Aktivität. Diese erhöhte HPV11 URR Aktivität ist aufgrund der hohen Varianz nur 
deskriptiv darstellbar und zeigte sich ausschließlich intrazellulär, nicht in der Anzahl HPV11 URR 
Aktivität zeigender Haarfollikel. Welche Haarfollikel HPV11 URR Aktivität zeigten, war 
beeinflusst durch endogene murine Faktoren und gegebenenfalls durch den Zeitpunkt im 
Lebenszyklus des Haares. E2 konnte somit keine initiale Aktivierung der HPV11 URR 
hervorrufen, bei bestehender Aktivität diese aber modulieren. Die Fluoreszenzintensitäts-
messung war zur Detektion des molekularen Einflusses des Transkriptionsfaktors E2 sehr gut 
geeignet. 
 
3.4.1. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie zur quantitativen 
Fluoreszenzintensitätsmessung 
Die Fluoreszenzintensität kam durch die Präsenz des Cy2 (Carbocyanin) oder Alexa488 
gekoppelten Sekundärantikörpers zustande. Antikörper beschränken durch ihre Größe (~10- 
15 nm, ~150 kDa) Auflösungen: der Komplex von Primär- und Sekundärantikörper ist bereits 
~30 nm groß. Die Bestimmung absoluter Proteinmengen ist durch das ungenaue Verhältnis von 
Sekundär- zu Primärantikörper nicht möglich. Durch das Binden mehrerer Sekundärantikörper 
an einen Primärantikörper wird eine Verstärkung des Fluoreszenzintensitätssignals und eine 
Erhöhung der Sensitivität erreicht. Das Eindringen in biologische Proben und das Auffinden der 
Epitope stellt die Immunfluoreszenzmikroskopie, ebenso wie das Positionieren des Fluorphors 
im Vergleich zum Zielmolekül, vor Limitierungen (Opazo 2014). Die Wellenlänge maximaler 
Anregung von Cy2 und Alexa488 ist identisch bei 492 nm mit dem maximalen Emissionspeak 
bei 508 nm. Cy2 ist photostabil, leuchtstark, unempflindlich gegenüber pH- Wert Schwankungen 
und langzeitstabil in dauerhaften Eindeckmitteln (Dianova 2005). Die Auflösung des konfokalen 
Mikroskops erreicht die Diffraktionsgrenze, indem Fluoreszenzsignale aus Ebenen, welche sich 
nicht im Fokus befinden durch ein zusätzliches Pinhole vor dem Detektor gefiltert werden 
(Paddock 2000). Für eine präzise Quantifizierung ist sie unverzichtbar (s. Abbildung 38). Das 
Objekt wird mit einem Laser Punkt für Punkt in je einer horizontalen Ebene abgetastet und 
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planare, optische Schnitte durch die gesamte axiale Gewebsdicke aufgenommen, welche in der 
Datenauswertung maximal auf einer Ebene zusammengesetzt werden. Aus optischen Schnitten 
aller Ebenen lassen sich z- Serien generieren, die nach der Zusammensetzung in silico eine 
dreidimensionale Rekonstruktion der Gewebeprobe ermöglichen.  
 
 
Abbildung 38: Vergleich des konventionellen Epifluoreszenzmikroskopieaufnahme (A) mit der Aufnahme 
eines konfokalen Fluoreszenzmikroskops (B). Es handelte sich um eine mit Propidium behandelte Region des 
Schmetterlingsflügels (Precis coenia) (Paddock 2000). 
 
Zur Quantifizierung war eine Normierung durch ein Housekeepingfluorophor nötig, dessen 
zelluläre Zielstrukturen in konstanter Menge vorlagen. In Western Blots sind dies standardisiert 
z. B. Glycerinaldehyd- 3- Phosphat Dehydrogenase, ȕ- Actin und ȕ- Tubulin. Aber auch diese 
unterliegen physiologischen (und eventuell pathologischen) Schwankungen (Ferguson, Carroll 
et al. 2005). In vorliegender Arbeit wurde der DNA Farnstoff DAPI (4′, 6- Diamidin- 2- 
phenylindol) zur Normierung verwendet. Dieser interkaliert spezifisch in AT- reichen Regionen 
der kleinen Furche der Doppelhelix. Das Fluoreszenzmaximum liegt bei einer Wellenlänge von 
358 nm, das Emissionsmaximum bei 461 nm. Es findet keine Überschneidung der 
Absorptionsspektren zwischen DAPI und Cy2 statt. Das DAPI- Fluoreszenzsignal war innerhalb 
eines Schnittes und innerhalb eines Objektträgers und zwischen zeitgleich behandelten 
Objektträgern konstant.  
Schlussfolgernd konnte E2 intrazellulär ein aktivierender Einfluss mit erhöhter Varianz auf die 
HPV11 URR im transgenen Mausmodell mittels der quantifizierbaren Immunfluoreszenz-






Bereits 2003 fanden Voruntersuchungen zu Verwendung von HPV16 E2 in der personalisierten 
Medizin statt. Hier wurde die HPV16 URR in Kombination mit E2 zur Sensitivierung von 
intraepithelialen, neoplastischen Zellen verwendet, um sie empfänglich für anti-
Proliferationsmedikamente, wie Ganciclor und Azyclovir zu machen (Sethi und Palefsky 2003), 
sodass das Verständnis der Funktion von E2 nicht nur in der Grundlagenforschung, sondern 
auch in der anwendungsorientierten Medizin Verwendung findet.  
Interessant wäre zu wissen, inwieweit die Bindungspräferenz von E2 an die 
Transkriptionsfaktorbindungsstellen 1 und 4 in mure mit der in homo übereinstimmt. Semi- 
artifiziell könnte man hier Bindungskonstanten in vitro von HPV11 E2 und HPV11 URR, welche 
aus dem transgenen Mausmodell extrahiert werden, mit solchen aus humanen, klinischen 
Proben vergleichen. Der Fokus der aktuellen Forschung in Bezug auf HPV E2 liegt auf dessen 
Fähigkeit, nukleäre Foki auszubilden, und auf den Interaktionspartnern von E2 in humanen 
Zellen. Um eine eindeutige Parallele zwischen humanen Wirtszellen und den murinen, HPV11 
URR Aktivität zeigenden Zellen herzustellen, muss der HPV11 URR Aktivität zeigende Zelltyp 
bestimmt werden. Mehrfachimmunofluoreszenzfärbungen könnten durchgeführt werden, welche 
einerseits bestimmte Stammzellmarker an der Zelloberfläche visualisieren und gleichzeitig das 
Reporterprotein nachweisen. MECA- 32, CD106, CD31, CD34, Ly- 73 und CD105 sind 
Zelloberflächenmarker des murinen Endothels (Becker- Andre, Hooft van Huijsduijnen et al. 
1992, Hallmann, Mayer et al. 1995). Des Weiteren wäre die Untersuchung der Interaktion von 
E2 und Brd4, ebenso wie klassische Affinitätschromatographie- Untersuchungen, um weitere 
Interaktionspartner von E2 zu identifizieren, von großem Interesse. Kolokalisierungs-
experimente, wie FRAT, könnten zur Bestimmung zellulärer Interaktionspartner zum Einsatz 
kommen. Eine Genomsequenzierung wäre interessant, um die Lokalisierung und die Anzahl an 
Insertionen der Transgene zu bestimmen.  
Ich halte das erste transgene Mausmodell für die Regulation von HPV11 für ein gutes in vivo 
Modell für die Untersuchung von HPV11 E2. Vielleicht ließe es sich optimieren, indem man 
induzierbare, Dosis variable Promotoren für E2 verwendet, die HPV11 URR als Episom und 
nicht integral vorliegt, ggf. durch die Virustransfektion, um dem physiologischen Zustand des 
viralen Episoms näher zu kommen.  




4.1. Apparaturen und Glasgefäße 
 
Agarose- Gelkammer   Perfect BlueTM, PeqLab Biotech. GmbH, Erlangen 
Horizontal Mini Electrophoresis System Mod.40 1214, PeqLab 
Biotech. GmbH, Erlangen 
Agarosegel- UV- Detektion Photo print video Geldokumentationssystem Vilber Lourmat 
Santec TVS, Rodenberg 
Aufbewahrungsgefäße für Objektträger neoLab (Kästen für je 25 Objektträger), Heidelberg 
Eppendorfgefäß- Heizschüttler  2012, PeqLab Biotech. GmbH, Erlangen 
Erlenmeyerkolben 500 ml  Roth, Karlsruhe 
Flüßigstickstoffbehälter   Isotherm (KGW), Karlsruhe 
Gefrierschränke  T=-20 °C Liebherr Comfort, Mannheim 
T=-80 °C Ultra Low Temperature Freezer U725, New Brunswick Scientific, 
Edison, USA 
Heizblöcke    HLC, Albstadt 
Heizplatte    ST893, Vogel, Burladingen 
Inkubator T=37 °C   Heraeus Instruments Function Line, Heraeus, Hanau 
Isofluoran Narkose Induktionsbox Greenline, Seal Safe Mouse, Tecniplast, Hohenpeißenberg 
Isofluoran Narkose Induktor  Tec7 Verdampfer, Aquismedica, Aachen 
IVC Maushaltungskäfig   Greenline, Seal Safe Mouse, Tecniplast, Hohenpeißenberg 
Monitore    Benq, Senseye+ photo, Oberhausen 
Kühlschrank    Liebherr Comfort, Mannheim 
Kombiniertes Hellfeld- und   Zeiss, Axio invers, 1021955207, SN: 3834001251, Oberkochen 
Fluoreszenzmikroskop    + Hall100 Lampe 
     + PowerSupply 231 
     + HBO 100 Fluoreszenz 
     + TissueFaxs Software (s. Abschnitt 4.7), Wien, AU 
Konfokalmikroskop    Leica TCS SP5, Wetzlar 
Kryotom    Leica CM1950, Wetzlar 
Luminoldetektor   Hewlett Packard, Böblingen 
Magnetrührer    Yellow Line MSH basic, Ika (Janke & Kunkel), Staufen 
Multi- Detection Microplate Reader Synergy HAT, BioTek, Bad Friedrichshall 
Netzgerät    Consort Power Supply E835, PeqLab Biotech. GmbH, Erlangen 
Ohrlochzange    National Band, Newport, USA 
Ohrmarken    National Band, Newport, USA 
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Ohrmarkenapplikator   National Band, Newport, USA 
PC     Z420, hp, Hamburg 
PCR- Maschine    Techne Progene, Boston, USA 
Pipetten    Eppendorf Research 2 µl, 5 µl, 20 µl, 200 µl, Hamburg 
     Eppendorf Reference 10 µl, 100 µl, 1000 µl, Hamburg 
Pipettierhilfe    Pipetboy acu, Integra Biosciences, Fernwald 
Präparationslampe   KL 1500 electronic, Schott, Mitterteich 
Rasierapparat    Aesculap Exacta GT415, Tuttlingen 
SDS-/ Westernblotgelkammern  PeqLab Biotech. GmbH, Erlangen 
  PerfectBlueTM Gelsys.  Model: 40- 0708  
  PerfectBlueTM Gelsys.  Model: 40- 1214 
  PerfectBlueTM Doppelgelsys. Model: 45- 1010- i 
Sezierbesteck    (Rund-) Schere, spitze/stumpfe/lange Pinzette (autoklaviert) 
Spectrophotometer   UV- visible Spectrophotometer 8445, Agilent, Santa Clara, USA 
Vectro VL- PC, hp, Hamburg 
Sterile Werkbank   Secuflow- Tischabzug, Waldner, Wangen 
Tisch- Stoppuhr (analog)  Junghans, Schramberg 
Tischzentrifugen   Centrifuge 5415 R, Eppendorf, Hamburg 
     Megafuge 1.0 R, Heraeus, Hanau 
     Biofuge fresco, Heraeus, Hanau 
Vortex- Apparatur   Ortex Genie2, SI, Scientific Industrie, NYC, USA 
Waagen Acculab Vicon, Sartorius Sartorius BP 310 P. Göttingen 




ȕ- Galactosidase Reporter  
Gene Staining Kit   GALS, Sigma- Adrich, St. Louis, USA 
Reagent A   200 mM MgCl2 
Reagent B   400mM Kaliumferricyanid (Sigma) 
Reagent C   400 mM Kaliumferrocyanid (Sigma) 
Deckgläschen Deckgläser- Marienfeld, Langenbrinck, Emmendingen 
Desinfektionsmittel   Antifect N liquid, Schülke+ Mayr, Norderstedt 
1,5 ml-, 2 ml- (Safe- lock)-  
Eppendorfgefäße   1,5 ml, 2 ml, Sarstedt, Nümbrecht 
Einbettbehälter Cryomold Disposable Intermediate Vinyl Specimen, Sakura 
Finetek, Breisgau 
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Einbettmedium    TissueTek, Sakura Finetek, Breisgau 
Eindeckmedium   Dako, Agilent Technologies, Santa Clara, USA 
Falcon- Röhrchen  50 ml  Greiner Bio- One Cell Star Tubes, Frickenhausen 
15 ml Falcon Polypropylene Conical Tubes, Thermofisher, 
Massachusetts, USA 
Glaspipetten    2 ml, 5 ml, 10 ml, 25 ml Cellstar, Greiner Frickenhausen 
bio- one Handschuhe Nitril   Dermatril P, Roth, Karlsruhe 
Latex   Peha Soft, Hartmann, Heidenheim 
Kryostatmesser    16 cm, Leica, Wetzlar 
Küvetten Quarz QS1000 10 mmZ: 15 mm; 50 µl Füllvolumen, Hellma 
Analytics, Müllheim 
Labortücher    Kimtech Science, Kimberley- Clark Professional, Mainz 
Mikrotiterplatte    Greiner bio- one Cellstar; #655180, Frickenhausen, AU 
Objektträger    SuperFrost®, Kanten geschliffen, 45 Roth, Karlsruhe 
Parafilm    M, American National Can Company, Chicago, USA 
PCR Reaktionsgefäße   Nerbe Plus, Winsen (Luhe) 
Pipettenspitzen    UltraTip One, Greiner, Frickenhausen 
Plastikpipetten    Cellstar, Greiner bio- one, 2, 5, 10, 25 ml, Frickenhausen 
Präzisionswischtücher   Kimberley- Clark Professional, Kimtech Science, Mainz 
Trockeneis    Sigma- Aldrich, München 
Trockenfutter (Tierfutter)  1324 P Forti, Altromin, Lage 
Wachsstift PapPen Superliquid Blocker Mini, EnzoLifeSciencesG, Farmingdale, USA 
Whatmannfilterpapier   Whatman, #3030917, Dassel 
Westernblotchromatografiemembranen Whatman, #10402096, Dassel 
 
4.3. Lösungen, Medien und Puffer 
 
Antikörper- Dilution- Puffer    
(Immunfluoreszenz)   0,3 % Triton- X- 100, 1 % BSA in 1 x PBS 
Blockierungspuffer (Immunfluoreszenz)  10 % Goat- Serum, 0,3 % Triton- x- 100 in 1 x PBS 
Bradford Reagenz  
(Protein Assay Farbstoff- Konzentrat) BioRad Labs, , #500- 0006, München 
DNA Lysispuffer   Stock DNA Lysis Puffer + 5 µl ProteinaseK/ ml 
10 x Fixierungspuffer X- Gal Färbung 20 % Formaldehyd 
     2 % Glutaraldehyd 
     in 10 x PBS, Sigma- Aldrich 
Mowiol     Calbiochem, #475904, Darmstadt 
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10 x PBS    70,2 mM Na2HPO4; 14,7 mM KH2PO4 
     1,37 M NaCl; 26,8 mM KCl, Sigma- Aldrich, München 
PCR Puffer (5 x)   Go Taq Flexi Buffer 5 x, Promega, #M891A, Mannheim 
30% Acrylamid/Bis (3,3% C)  BioRad Labs, München, D; #161-0156 
Ponceaulösung    Sigma Aldrich, München 
Protein- Extraktionspuffer  0,5% Nonidet P- 40 
1 % Triton- X- 100 
20 mM Tris (pH = 7,6) 
250 mM NaCl 
1 mM EDTA 
1 mM EGTA 
2 x Probenladepuffer (Western Blot) 0,2 M Tris (pH = 6,8) 
       4 % (w/ v) SDS 
       20 % (v/ v) Glycerin 
       0,0001 % (w/v) Bromphenolblau 
       200 mM DTT 
Stock DNA Lysis Puffer   50 mM KCl; 1,5 mM MGCl2 
     10 mM Tris- HCl, pH 8,3 
     0,45 % NP40; 0,45 % Tween20 
     ad 500 ml H2O bidest 
Stripping Puffer (Western Blot)  100 mM 2- Mercaptoethanol 
10 % SDS 
1 mM Tris (pH = 6,8) 
10 x TBE (AGE Laufpuffer)  0,9 M Tris 
(Tris- Borat- EDTA)   0,9 M H3BO3 (Borsäure)  
     25 mM EDTA 
10 x TBS    Sigma- Aldrich, München 
10 x TBST    10 x TBS + 20 % Tween 
10 x TE (Tris- EDTA)   10mM Tris (pH 8,5) 
     0,5mM EDTA (pH 8,0 
TissueTek    Sakura, Alphen #4538, aanden Rijn, NL 
1 M Tris (pH 6,8)   Sigma Aldrich, München 
1,5 M Tris (pH 8,8)    Sigma Aldrich, München 




Ziegenserum Jackson ImmunoResearch, #005.000.121; Suffolk, GB 





Aceton     Sigma- Aldrich, München 
Agarose     peQGOLD Universal agarose, PeQLab 
Ammoniak    37 mM (Lonza) 
10 % Ammonium Persulfat (APS) Gerbu, #2019, Gaiberg,  
CO2     Zentralzugang DKFZ, Heidelberg 
P Cumarsäure    Fluka,  #28200, Darmstadt 
Dexamethason    Sigma- Aldrich, München 
Dimethylformamid   D4551 Sigma- Aldrich, München 
DTT (Dithiothreitol)   Promega, #P1171, Mannheim  
Essigsäure 99 – 100%   J. T. Baker, #6052, Griesheim 
Ethanol 96% (vergällt)   Zentrallager, DKFZ, Heidelberg 
Ethanol 99% (vergällt)   Zentrallager, DKFZ, Heidelberg 
Ethanol absolut puriss.   Riedel-de-Haen, #32205, Seelze 
Isopropylalkohol (2-Propanol)   AppliChem, #A0900. 2500 PE, Darmstadt 
Ethidiumbromid    10 mg/ml, Roth, Karlsruhe 
Flüssigstickstoff (N2)   Lindner, Heidelberg 
Glycin     > 99,5 % Sigma- Aldrich, München 
H2O bidest (bidestilliert, deionisiert) aus Millipore Anlage, Zentrallager DKFZ, Heidelberg 
H2O2     Roth, Karlsruhe 
Hämatoxylin- Lösung   Merck, Darmstadt 
Isofluoran    WDT, Garbsen 
Natrium- Dodecyl- Sulfat (10 % SDS) AppliChem, #A1502, Darmstadt 
Kristalviolett    R&D Sys, #4820-30-13, Wiesbaden 
Luminol (3- Aminoophtalhydrazin) Fluka, #09253, Darmstadt 
Methanol    Sigma- Aldrich, München 
ȕ- Mercaptoethanol   Sigma- Aldrich, München 
MgCl2     Sigma- Aldrich, München 
Milchpulver    Roth, #T145. 1, Karlsruhe 
Salin- Lösung    AnalaR NORMAPUR, #27810. 295, Soulbury, GB 
4 % Paraformaldehyd in 1 x PBS Chem Cruze 
TEMED 
(N, N, N’, N’- Tetramethyl- Enediamin)  Sigma- Aldrich, #T7024- 50ml, München 
Tris      Pufferan®, Roth, #4855. 2, Karlsruhe 
Tween     Sigma- Aldrich, #9005- 64- 5, München 
X- Gal (5- Brom- 4- chlor- 3- indoxyl-  
ȕ- D- galactopyranosid)    Sigma- Aldrich, #B4252, München 
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4.5. Antikörper und Fluoreszenzfarbstoffe 
 
Primärantikörper Maus- anti- HPV11 E2 aus H. sapiens ab100968, Abcam, Cambridge, GB 
Primärantikörper Maus- anti- ȕ- Galaktosidase aus E. coli SM3002p, Acris, Herford 
Sekundärantikörper Ziege- anti- Maus IgG (H+L)   ImmunoPure®, #31460, Rockford, USA 
Sekundärantikörper Ziege- anti- Maus IgG (H+L) + Alexa488 A32723, Thermo Fisher, Dreieich 
Sekundärantikörper Ziege- anti- Maus IgG (H+L) + Cy2 115- 225- 146, Jackson Immuno 
Research, Suffolk, Großbritannien 
DAPI D1306, Molecular Probes, Life 
technologies, Carlsbad, USA 
 
 
Abbildung 39: DAPI Fluoreszenzspektrum. Durch Interkalieren mit doppelsträngiger DNA in AT- reichen 
Regionen der kleinen Furche entsteht ein Absorptionsmaximum bei λ=358 nm und ein Emissionsmaximum 




Abbildung 40: Alexa488/ Cy2 Fluoreszenzspektrum. Das Absorptionsmaximum liegt bei λ=496 nm und das 
Emissionsmaximum bei λ=519 nm (https://www.thermofisher.com/de/de/home/life-science/cell-
analysis/labeling-chemistry/fluorescence-spectraviewer.html). 
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4.6. Enzyme, Oligonukleotide und Marker 
 
Proteinkinase K   V3021, Promega 
Taq- Polymerase  Go- Taq, 500u, Promega 
E2 a Primer   5’ - CGTCCACTAACAACACCCTGTG - 3’ (22bp)  
Schmelzpunkt: 62,1°C, GC- Gehalt: 54,5% 
E2 b Primer   5’ - CAATGCCACGTTGAAGATGCTA - 3’ (22bp)  
Schmelzpunkt: 58,4°C, GC- Gehalt: 45,5% 
lacZ for Primer   5’ - CAGAATAGAATGACACCTACTCAG - 3’ (24bp)  
Schmelzpunkt: 61,4°C, GC- Gehalt: 60% 
lacZ rev Primer   5’ - GACGAAACGCCTGCCAGTATTTAG - 3’ (24bp)  
Schmelzpunkt: 62,7°C, GC- Gehalt: 50% 
PCR Nukleotidmix (dNTPS)  Promega, #C1141, Mannheim  
DNA Marker (AGE)  peQGold 1kbp DNA Leiter, peqLab, Erlangen 
Proteinmarker (Western Blot) PeqLab, #27-2110, Erlangen 
  
 
4.7. Transgene Mauslinien 
 
C57BL//6J Tiere  Charles River, Sulzfeld 
HPV11 URR- lacZ- Mauslinie Tg (HPV11- lacZ)1704Aal 
Ubiquitin C- E2- Mauslinie Tg (UBC- HPV11 E2)613Josc 
Doppeltransgene Mäuse Tg (HPV11- lacZ)1704Aal x Tg (UBC- HPV11 E2)613Josc 
 
4.8.  Software 
 
Spektrophotometer  Agilent ChemStation, Hewlett Packard, Böblingen 
ImageJ    J 1.48v, Java 1.6.0._20 [32- bit], http://rsbweb.nih.gov/ij/ 
InfranView   Freeware (http://www.irfanview.com/) 
LAS- AF    Leica TCS SP5, Wetzlar  
Microplate Reader   KC4TM V3.4, Bio-Tek Instru., Bad Friedrichshall 
Microsoft Office   2010, Microsoft®, Unterschleißheim 
Mosaic Vivarium   Virtual Chemistry, San Jose, USA 
Prism5    GraphPad, La Jolla, USA 
TissueFaxs   TissueGnostics, Wien, AU 
TissueQuest Analysis Software TissueGnostics, Wien, AU 





5.1.  Nukleinsäurearbeiten 
5.1.1. DNA Extraktion 
Aus Biopsien der murinen Cauda (2 mm) wurde DNA zur Genotypisierung mittels PCR 
gewonnen.  
Hierfür wurden 200 µl PCR- Lysispuffer (s. Abschnitt 4.3) zu der Gewebeprobe gegeben, um 
über Nacht bei 55 °C zu inkubieren. Die im PCR- Lysispuffer enthaltene Proteinkinase- C wurde 
anschließend bei 95 °C für 25°min inaktiviert. Die Proben wurden 5 min bei 1000 rpm pelletiert. 
Der Überstand enthielt die genomische DNA und war für die PCR einsetzbar. 
 
5.1.2. Polymerasekettenreaktion 
Durch die Polymerasekettenreaktion (PCR) wurde ein spezifischer DNA- Abschnitt, flankiert von 
komplementären Nukleotidsequenzen (s. Abschnitt 4.6), amplifiziert. Es handelte sich um die 
Open Reading Frames (ORF) der Transgene HPV11 E2 und lacZ. Für alle Proben wurde ein 
Mastermix (n+1), pro PCR eine Wasser-, eine Wildtyp- und je eine Positivkontrolle pro Transgen 
angesetzt. Die Proben konnten bei T=4 °C aufbewahrt werden. 
Pro Probe wurden   0,5 µl dNTPs,  
1,5 µl MgCl2,  
4 µl 5 x PCR Puffer,  
je 0,25 µl Primer (E2a, E2b, lacZ for, lacZ rev),  
0,2 µl Taq- Polymerase  
ad 19 µl H2O 
auf Eis angesetzt und 1 µl DNA (s. Abschnitt 5.1.1) zugefügt.  
 
Das PCR Programm umfasste einmalig 2 min bei T=95 °C, 
anschließend 40 Zyklen à 30 s bei 95 °C,  
30 s bei 65 °C,  
20 s bei 70 °C.  
Daran schlossen sich einmalig t=7 min bei T=70 °C.  




Die durch PCR amplifizierten DNA Proben wurden mittels Agarose- Gel- Elektrophorese (AGE) 
der Größe in Basenpaaren (bp) nach aufgetrennt und mittels Ethidiumbromid visualisiert.  
Hierzu wurde 1 % Agarose in 1 x TBE unter Aufkochen gelöst und 0,8 µl Ethidiumbromid (3, 8- 
Diamino- 5- ethyl- 6- phenylphenanthridiniumbromid) aus einer Konzentration von 10 mg/ml 
unter dem Abzug hinzugegeben. Das Agarosegel erstarrte bei Raumtemperatur (RT) für 30 min. 
In die Agarose- Gelkammer wurde das Agarosegel zusammen mit 1 x AGE- Laufpuffer 
eingebracht und je Geltasche ein Proben-/ Markervolumen (s. Abschnitt 4.6) von 10 µl 
aufgetragen. Die Gelelektrophorese fand bei 120 V statt, bis die Farbmarkierung des DNA 
Markers das untere Gelende erreichte.  
Ethidiumbromid interkalierte mit der DNA. Dies bewirkte eine Verschiebung des 
Absorptionsmaximums (λ=518 nm) und eine Steigerung der Fluoreszenzintensität bei der 
Emission (λ=605 nm) um das fünfzig bis hundertfache. So wurde das Gel in das UV-
Detektionsgerät gelegt und die amplifizierte DNA als Banden mittels UV- Licht (λ=515 nm) 
detektiert und dokumentiert. Jede AGE erfolgte mit folgenden Kontrollen: H2O und die DNA 
eines Wildtyp C57BL/6N Tieres dienten als Negativkontrolle, die DNA aus den 
Herkunftsplasmiden der E2 DNA und des lacZ Gens als Positivkontrollen, die DNA eines 
gesichert doppeltransgenen Tieres als Positivkontrolle für HPV11 URR- lacZ x UBC- E2 




Die Proteine wurden aus Epidermisproben gewonnen. Die Tiere wurden mittels CO2 
euthanasiert und dorsal rasiert. Die drei ca. 1 cm2 großen Bereiche der dorsalen Epidermis pro 
Versuchstier wurden entnommen und in flüssigem Stickstoff (-196 °C) schockgefroren. Diese 
wurden auf Eis mittels Mörser zerkleinert und jeweils 15 min mit je 300 µl, 500 µl oder 800 µl 
Proteinextraktionspuffer zum Erstellen eines Konzentrationsgefälles versetzt. Danach wurden 
die Proben bei 4 °C und einer Drehzahl von 13.200 rpm pelletiert. Der Überstand wurde 
abgenommen und für die Proteinquantifizierung nach Bradford verwendet. 
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5.2.2. Photometrische Proteinquantifizierung 
Die Bradfordlösung enthielt den Triphenylmethanfarbstoff Coomassie- Brilliant- Blau G- 250. 
Durch Komplexbildung mit den kationischen, unpolaren Seitenketten von Proteinen verschoben 
sich das Absorptionsmaximum des Farbstoffes und der Extinktionskoeffizienten gegenüber der 
ungebundenen Form (Bradford 1976). Dies diente als Maß der in Lösung vorhandenen 
Proteinmenge.  
Hierzu wurde die Bradfordlösung (s. Abschnitt 4.3) 1:5 mit voll entsalztem Wasser versetzt. Es 
wurden für jede Probe und die Standardreihe, bestehend aus Bradfordlösung und 1, 2, 4, 8, 10, 
15, 20, 25 µg/ ml Albumin, Probentripletts angefertigt. Die Proben wurden 1:1000 verdünnt. 
Jeweils 150 µl wurden von Probe, Negativkontrolle (H2O) und Standardreihe in Triplikaten auf 
die Mikrotiterplatte aufgetragen und die Proteinkonzentration mittels Microplatereader bestimmt.  
 
5.2.3.  Western Blot 
Mittels Westernblot wurden die Proteine durch die Sodiumdodecylpolyacrylamid- (SDS)-
 Gelektrophorese ihrer Größe nach aufgetrennt, um anschließend mittels Antikörper spezifisch 
nachgewiesen zu werden (Burnette 1981).  
Zunächst wurden simultan zwei SDS- Gele gegossen. Dafür wurden zwei Glasplatten 
zusammengebracht und mit Plastiktreifen (Spacer) in der Gelgießapparatur abgedichtet. Die 
Dichtigkeit wurde mit 99 % Ethanol überprüft und die Glasplatten anschließend mit Filterpapier 
getrocknet, der Probenkamm eingesteckt und dessen unteres Ende mit Folienstift als 
Orientierung für die Höhe des anschließend zu gießenden Trenngels markiert. 10 ml 12 %iges 
Trenngel wurden angesetzt:  3,3 ml H2O bidest,  
4 ml 30 % Polyacrylamid Mix,  
2,5 ml 1,5 M Tris (pH 8,8),  
0,1 ml 10 % SDS,  
0,1 ml 10 % APS,  
4 µl TEMED.  
Dies wurde gut durchmischt und bis ca. 1 cm unterhalb der angebrachten Markierung zwischen 
die beiden Glasplatten pipettiert und mit 99 % Ethanol überschichtet. Das Polymerisieren 
dauerte ca. 30 min. Anschließend wurde 99 % Ethanol mittels Whatmanpaper entfernt. Das 
Sammelgel wurde auf das Trenngel auf- und der Probenkamm in das Gel eingebracht. Das 
Polymerisieren dauerte ca. 30 min.  
 5.2. Proteinarbeiten 
87 
 
Das Sammelgel umfasste ein Volumen von 4 ml für zwei Gele und setzte sich aus  
2,7 ml H2O,  
0,67 ml 30 %Acrylamid Mix,  
0,5 ml 1 M Tris (pH 6,8).  
0,04 ml 10 % SDS,  
0,05 ml 10% APS, 
4 µl TEMED zusammen.  
Eine Probenkammer umfasste maximal ein Volumen von 25 µl. Die aus der Probenextraktion 
gewonnenen Proben wurden, je nach Konzentration, mit zehnfachem oder zweifachem 
Westernblot- Probenpuffer (s, Abschnitt 4.3) auf eine gleiche Konzentration gebracht. Die 
Proben wurden aus -80 °C auf Eis auf Raumtemperatur gebracht, um anschließend bei 95 °C 
für 5 min. inkubiert und anschließend für 30 s bei 13.000 rpm pelletiert zu werden. 
Die Gele wurden von der Gießhalterung in die mit einfach verdünntem SDS- Gel- Laufpuffer 
Gelkammer gebracht. Der Probenkamm wurde entnommen und die Kammern mit SDS- Gel- 
Puffer gespült. Auf jedes SDS- Gel wurde 10 µl Standardproteinmix als Proteinmarker (s. 
Abschnitt 4.6) aufgetragen. An die SDS- PAGE Apparatur wurde eine Spannung von 250 V und 
eine Stromstärke von 20 mA für 1,5 h angelegt. Danach wurde die Stromstärke pro Gel auf 
25 mA erhöht.  
Der Transfer fand als Wet Blot statt, sodass je eine Westernblotmembran markiert und in 
Transferpuffer getränkt wurde. Gleiches galt für das SDS- Gel, hier wurde das Sammelgel 
entfernt, um anschließend den Transfer vorzubereiten. In die Westernblothalterung wurden auf 
Filz drei Filterpapiere, das SDS- Gel spiegelverkehrt, die Westernblotmembran, erneut drei 
Filterpapiere und Filz gelegt. Luftblasen wurden entfernt und die Westernblothalterung in den mit 
Tankblotpuffer (s. Abschnitt 4.3) gefüllten Tank gebracht. Die Transferkammer enthielt einen Zu- 
und Abfluss, sodass sie durch Wasser gekühlt wurde, und stand auf einem Magnetrührer. Der 
Transfer erfolgte bei 100 V. Nach 1,5 h war das Blotting abgeschlossen. 
Die Ponceaulösung färbte unspezifisch Proteine an. So ließ sich eine erfolgreiche Übertragung 
der Proteine von SDS- Gel auf die Westernmembran überprüfen. Die Ponceaulösung wurde für 
wenige Sekunden zur Westernblotmembran gegeben, abgenommen und anschließend wurde 
die Westernmembran mehrfach mit TBS gewaschen.  
Die unspezifischen Bindungsstellen auf der Westernblotmembran wurden mittels 1 x TBST 
versetzt mit 5 % Milchpulver (s. Abschnitt 4.3) für 1,5 h blockiert, um anschließend dreimal 5 
min. in 1 x TBST inkubiert zu werden. Der Primärantikörper Maus- anti- HPV11 E2 
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(s. Abschnitt 4.5) wurde 1:200 in 5 ml 1 x TBST verdünnt und über Nacht (üN) bei 4 °C auf die 
Westernmembran gebracht. Anschließend wurde die Membran dreimal je 5 min. in 1 x TBST 
inkubiert. Der Sekundärantikörper Ziege- anti- Maus wurde 1:5000 in 10 ml TBST versetzt mit 
5 % Milchpulver gelöst und für 1 h bei Raumtemperatur (RT) auf die Westernblotmembran 
gebracht.  
Die Detektion erfolgte mittels chemilumineszenter Luminolreaktion (s. Abbildung 41). Hierfür 
wurden 2,5 ml der beiden zu mischenden ECL- Lösungen jeweils frisch angesetzt.  
Lösung A enthielt  2,49 ml 100 mM Tris (pH 8,5),  
12,5 µl 90 mM P Cumarsäure; 
25 µl Luminol,  
Lösung B   2,5 ml 100 mM Tris (pH 8,5), 
1,5 µl 30 % H2O2.  
Lösung A und B wurden gemischt und mit der Westernblotmembran für 5 min inkubiert. Die 
Detektion erfolgte im Luminoldetektor von Hewlett Packard (s. Abbildung 41).  
Die aufgenommenen Bilder wurden sowohl in .jpeg als auch in .tif Format mit einer Größe von 8, 
bzw. 16 bit gespeichert.  
 
Abbildung 41: Chemilumineszenzreaktion von Luminol: Luminol wurde durch Peroxid oxidiert, es entstand 3-
Aminophthalate*. Durch den Rückfall auf ein niedrigeres Energielevel entstand Licht als Nebenprodukt, 
welches detektiert und aufgenommen wurde (https://www.thermofisher.com/de/de/home/life-science/protein-
biology/protein-biology-learning-center/protein-biology-resource-library/pierce-protein-
methods/chemiluminescent -western-blotting.html).  
 
Um die Antikörper von der Membran zu entfernen und für eine neue Inkubation mit Primär- und 
Sekundärantikörper vorzubereiten (sogenanntes „Stripping“), wurden 5 ml Stripping Puffer mit 
39 µl ȕ- Mercaptoethanol versetzt und bei 50 °C für 30 min unter Abdeckung inkubiert.  
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5.3. (Immunfluoreszenz-) Histochemie 
5.3.1. X- Gal Färbung 
Das ȕ- Galaktosidase Reporter Gen (lacZ) Staining Kit von Sigma wurde für den Nachweis der 
HPV11 Upstream Regulatory Region (URR) Aktivität verwendet. Es wurden 10 µm dicke 
Kryoschnitte der murinen, dorsalen Epidermis behandelt und durch Hellfeldmikroskopie 
ausgewertet.  
Das lacZ Gen kodierte für das aus E. coli stammende Enzym ȕ- Galaktosidase: Diese setzte 
das künstliche Substrat X- Gal (5- Brom- 4- chlor- 3- indoxyl- ȕ- D- galactopyranosid) zu 5- 
Brom- 4- Chlor- 3- Hydroxyindol um, welches durch Luftsauerstoff oxidiert und zu dem 
wasserunlöslichen Farbstoff Indigoblau ausfällt.  
Die Vorbereitung erfolgte wie im Manual des ȕ- Galaktosidase Reporter Gen (lacZ) Staining Kits 
von Sigma-Aldrich (GALS) beschrieben. Anschließend wurden die 10 µm Kryoschnitte 
tragenden Objektträger aus -80 °C auf RT gebracht. Dies dauerte 2 h. Die 
Aufbewahrungskassetten wurden erst nach vollständiger Erwärmung geöffnet. Der 
Färbeprozess fand bei RT statt. Die Objektträger wurden in 1 x PBS für 10 min auf einem 
Magnetrührer inkubiert, anschließend mit Präzisionswischtüchern getrocknet und mit dem 
Wachsstift PapPen umrandet, um sie mit 1 x Fixation Solution 10 min zu inkubieren. Erneut 
erfolgte ein Waschschritt für 5 min in 1 x PBS, um daraufhin die Schnitte mit je 150 µl Staining 
Solution in der Feuchtekammer bei 37 °C üN zu inkubieren. Am nächsten Tag wurden die 
Objektträger für 5 min bei RT in 1 x PBS, 3 min in H2O und 2 min in Hämatoxylin Lösung 
inkubiert. Hämatoxylin reagierte mit anionischen Zell- und Gewebsstrukturen der Zellen, wie 
z. B. dem Nukleus und Mitochondrien. Erreicht wurde eine zart rosa Färbung. Das 
überschüssige Hämatoxylin (welches durch Oxidation und Beize zu Hämalaun umgewandelt 
wurde) wurde mit H2O entfernt. Erneut wurde für 3 min in H2O inkubiert, um den Objektträger 
danach zehnmal in 37 mM Ammoniak zu tauchen. Anschließend erfolgte eine 5 minütige 
Inkubation in H2O. Die Kryoschnitte wurden mit Eindeckmedium (s. Abschnitt 4.4) und Deckglas 
überschichtet. Die Aushärtung erfolgte üN bei 4 °C.  
 
5.3.2. DAPI Färbung 
Der Fluoreszenzfarbstoff DAPI (4′, 6- Diamidin- 2- phenylindol) färbte die AT- reichen Regionen 
der kleinen Furche der DNA Doppelhelix im Nukleus an.  
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Die Objektträger, auf denen sich 5 µm Kryoschnitte der murinen, dorsalen Epidermis befanden, 
wurden aus -80 °C für 2 h auf RT erwärmt. Die Aufbewahrungskassette blieb bis zur 
vollständigen Akklimatisierung geschlossen. Das Färbeprotokoll wurde bei RT durchgeführt. Die 
dreimalige, 5 minütige Inkubation der Objektträger erfolgte in 1 x PBS auf dem Magnetrührer. 
Die DAPI Stocklösung (10 µg/ml) wurde 1:1000 in Antikörper- Dilution- Puffer (s. Abschnitt 4.3) 
verdünnt und 150 µl auf die mit dem Wachsstift PapPen umrandeten Kryoschnitte aufgetragen. 
Die Inkubationszeit im Dunkeln betrug 20 min. Anschließend wurden die Objektträger dreimal für 
je 5 min in 1 x PBS auf dem Magnetrührer inkubiert, mit Präzisionswischtüchern getrocknet und 
mit Mowiol und Deckgläschen überschichtet. Auf eine Luftblasen- freie Überschichtung war zu 
achten. Die Trocknung erfolgte üN bei RT, die anschließende Aufbewahrung bei 4 °C. 
 
5.3.3. ȕ- Galaktosidase Fluoreszenzfärbung 
Die Objektträger mit 5 µm dicken Kryoschnitten der murinen, dorsalen Epidermis wurden aus -
80 °C entnommen und für 10 min auf einer Heizplatte bei 37 °C und anschließend für 2 h bei RT 
getrocknet. Auf einem Objektträger befanden sich drei Gewebsproben, wovon eine als interne 
Negativkontrolle verwendet wurde. Sie wurden mit dem Wachsstift PapPen umrandet und 
mittels vorgewärmter vier prozentiger Formaldehydlösung (in 1 x PBS) für 15 min fixiert und 
anschließend auf dem Magnetrührer dreimal für 15 min in 1 x PBS bei RT inkubiert. Freie 
Proteinbindungsstellen auf den Gewebsschnitten wurden mittels Blockierungspuffer (s. 
Abschnitt 4.3) und zweistündiger Inkubation bei RT blockiert. Der Blockierungspuffer wurde 
abgenommen und der Primärantikörper (Maus- anti- ȕ- Galaktosidase aus E. coli, c=1 mg/ml), 
gelöst in Antikörper- Dilution- Puffer (s. Abschnitt 4.3 ) in einer Verdünnung von 1:400, üN bei 
4 °C inkubiert. Auf die internen Negativkontrollen wurden ausschließlich Antikörper- Dilution- 
Puffer und die Sekundärantikörperlösung pipettiert. Die Negativkontrollen, die von Wildtyp 
C57BL/6N oder von UBC- E2 Mäusen stammten, wurden dem regulären Färbeprozess 
unterzogen. Die Primärantikörperlösung wurde abgenommen und die Objektträger dreimal für je 
5 min in 1 x PBS auf dem Magnetrührer inkubiert. Der Sekundärantikörper (Ziege- anti- Maus) 
war 1:200 aus der Glycerin- Antikörper (Verhältnis 1:1)- Lösung (c=500 µg/ml) verdünnt, sodass 
die finale Verdünnung 1:400 betrug. An den Sekundärantikörper ist das Fluorophor Alexa488, 
bzw. Cy2 (s. Abschnitt 4.5) gekoppelt, sodass das Arbeiten in Dunkelheit erforderlich war. Die 
Inkubation erfolgte für 1 h. Danach wurden die Objektträger dreimal für je 5 min auf dem 
Magnetrührer inkubiert, um anschließend mit dem Fluoreszenzfarbstoff DAPI weiterbehandelt zu 
werden. 






Das Mikroskopieren erfolgte mittels TissueGnostics Software TissueFaxs an einem inversen, 
kombinierten Hellfeld- und Fluoreszenzmikroskop (Zeiss) mittels fünffacher und vierzigfacher 
Objektive. Nach einmaliger Kalibrierung des Mikroskoptisches und der Ausleuchtung des 
Sichtfeldes, wurde nach der Anleitung von TissueFaxs ein neues Projekt angelegt, Objektive 
bestimmt, virtuelle Beschriftungen und Markierungen vorgenommen und eine neue Datei kreiert. 
Jeder Objektträger wurde in fünffacher Vergrößerung als Übersicht aufgenommen, die 
Kryoschnitte der murinen, dorsalen Epidermis daraufhin manuell markiert und in einzelnen 
Gesichtsfeldern aufgenommen und anschließend mittels Stitching zusammengefügt. Die 
Belichtungszeit und das Scharfstellen der Schnittebene ließen sich sowohl manuell als auch 
automatisch durchführen. Projekte wurden dauerhaft auf dem PC und im Arbeitsgruppen- 
internen Netzwerk archiviert. 
Zur Auswertung wurden alle Haarfollikel innerhalb eines Kryoschnittes der murinen, dorsalen 
Epidermis manuell gezählt, anschließend die Anzahl an indigoblauen Haarfollikeln, welche 
HPV11 URR Aktivität aufwiesen, und deren Anteile in Prozent errechnet. 
 
5.4.2. Konfokale Fluoreszenzmikroskopie 
In der Konfokalmikroskopie wurde die Tiefenschärfe des zu mikroskopierenden Präparats im 
Vergleich zur konventionellen Mikroskopie reduziert. Durch die Aufnahme einzelner 
Schnittebenen wurden konfokal aufgenommene Bilder genauer und detailreicher, denn durch 
die Lochblende für emittiertes Licht wurden Wellenlängen, die außerhalb der festgelegten 
Emissionsmaxima des Fluorophors lagen, gefiltert. Es wurden Laser zur Anregung der 
Fluorophore benutzt, zur Detektion CCD Kameras (Photomultiplier).  
Verwendet wurde das inverse Fluoreszenzmikroskop Leica TCS SP5 II mit der Software LAS-
 AF. Bei jedem Einschalten des Mikroskops wurde der Mikroskoptisch kalibriert. Die Laser-
 Diode (λ=405 nm) wurde für die Anregung von DAPI und der Laser mit der Wellenlänge 
λ=488 nm für die Anregung der Fluorophore Alexa488 und Cy2 verwendet. 
Ölimmersionsobjektive mit zwanzigfacher und dreiundsechzigfacher Vergrößerung wurden 
ausgewählt. Die Tiefenschärfe betrug 12 bit. Die ROI (Region of Interest) wurde mittels Okular 
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manuell gewählt, ebenso die Schärfeebenen, die Bildgröße auf 1024 x 1024 pixel festgelegt und 
die Anzahl an Stacks (Umfang des z- Stacks), deren Tiefe und deren Abstand pro ROI 
individuell eingestellt. Um vergleichbare Quantifizierungen unterschiedlicher Proben zu 
gewährleisten, wurden Projekte mit allen mikroskopischen, PC- und Detektionsspezifischen 
Inhalten angefertigt und als Vorlage genutzt. Die Lochblende mit der Größe von 1 AU wurde 
maximal möglich geschlossen gehalten, um ein Ausbleichen (Bleaching) der Fluorophore zu 
verhindern. Um die Signal- to- Noise Ratio (SNR) zu verbessern, wurde jedes ROI zweifach 
gescannt. Der Laser für die Anregung von DAPI wurde auf 15 % der Maximalleistung eingestellt, 
das Emissionsspektrum betrug λ=415- 478 nm. Für die beiden Fluorophore Cy2 und Alexa488 
wurde der Laser auf 24, respektive 22 % der Maximalleistung justiert und das zu detektierende 
Emissionsspektrum auf λ=498- 551 nm festgelegt. Die elektrische Spannung der 
Photomultiplyer betrug 700 V, die Scan- Geschwindigkeit 200 Hz, der Scan selbst verlief 
bidirektional. Die Bilder wurden als .tif Dateien aus der LAS- AF- Software als Original schwarz- 
weiß Bilder und koloriert exportiert und gespeichert.  
 
5.4.3. Quantifizierung digitaler, konfokaler Fluoreszenzmikroskopie-
aufnahmen 
Die Auswertung der z- Stacks der konfokalen Fluoreszenzbilder wurde mittels freeware Software 
ImageJ (1.48v) durchgeführt. Positive Signale (detektierte Emission der Fluorophore) auf den 
original, schwarz- weißen .tif Bilddateien erschienen hell. Auf der schwarz- weißen 
Intensitätsskala jedes Pixels, die von 0 (schwarz) bis 255 (weiß) ging, lagen positive Signale 
zwischen 200- 249. Zunächst wurden alle Bilder eines z- Stacks der aufgenommenen ROI auf 
eine Ebene maximal projiziert. Ein z- Stack des horizontal gescannten Gewebsschnittes 
umfasste 15- 37 Einzelaufnahmen. Auf dieser Maximalprojektion wurden die positiven Signale 
manuell markiert. Der Mittelwert der Signalwerte des dreifach berechneten Hintergrunds wurde 
subtrahiert und die Corrected Total Fluorescence (CTF) errechnet: 
Corrected Total Fluorescence (CTF) = IntDen (pixel)-(Area (Pixel)*mean (NK). 
Auch von der DAPI- Färbung wurde der CTF- Wert errechnet. Anhand dessen wurde der CTF-
 Wert der positiven Fluoreszenzintensitätssignale durch Division normiert. Die so erhaltenen 
Werte wurden in zwei, bzw. vier Kategorien eingeteilt: von sehr schwach (0) bis sehr stark (>2), 
um den jeweiligen Anteil an der Gesamtmenge der Signale zu errechnen. Voraussetzung dieser 
Quantifizierung war zusätzlich die Standardisierung des Färbeprozesses (s. Abschnitt 5.3.2, 
5.3.3, 5.4.2). 
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5.5. Arbeit mit transgenen Mäusen 
5.5.1. Tierhaltung und Zucht 
Die Mäuse wurden mit einer maximalen Gruppengröße von fünf in individuell belüfteten Käfigen 
(IVC) im S1 Sicherheitsbereich gehalten. Hier fand ein Austausch HEPA gefilterter und 
konditionierter Luft siebzig- bis achtzigmal pro Minute statt. Durch die komplett verschlossenen 
Käfige waren die Tiere von Umweltgeräuschen und -einflüssen nahezu isoliert. 
Zur Zucht wurden die weiblichen Tiere im Verhältnis 1:1 unter SPF (specific pathogen free) 
Bedingungen ca. 3 h vor Beginn der Nachtphase in den Käfig des männlichen Tieres gesetzt 
und verblieben dort (Dauerverpaarung). Eine erfolgreiche Kopulation konnte anhand der 
Vaginalpfröpfe makroskopisch festgestellt werden. Hierbei handelte es sich um koagulierte 
Proteine der Samenflüssigkeit, die dort 24 h post coitum (p. c.) sichtbar wurden. Die 
Trächtigkeitsdauer betrug 19- 20 Tage. 
 
5.5.2. Gewinnung von Gewebsproben zur Genotypisierung 
Im Alter von drei bis vier Wochen wurden die Jungtiere aus dem Käfig der Eltern entfernt. 
Hierbei wurden die männlichen Tiere vereinzelt und die weiblichen weiterhin in Gruppen von bis 
zu fünf Tieren gehalten. Zu diesem Zeitpunkt wurden Ohrmarken, versehen mit einer einmaligen 
Nummer, appliziert oder die Markierung jedes Tieres mittels Ohrlochschema vorgenommen. Alle 
wichtigen Tierdaten wurden unter spezifischer Nummer in Mosaic Vivarium (Datenbank aller 
transgenen Mäuse des DKFZ) eingetragen. Zusätzlich zu den Ohrmarken wurde jeder Käfig mit 
einer Käfigkarte versehen, auf der alle Daten vermerkt sind. Die Ohrmarke aus Metall wurde 
mittels Zange möglichst nahe am Kopf des Tieres im Ohr hinter dem Ohrknorpel angebracht. 
Hier verlaufen keine Blutgefäße, die Ohrmarke ist nur schwer ausreißbar und das Gewicht ist 
nicht störend für die Maus. Die Maus wurde mit einer Hand fixiert, um mit der anderen die 
Ohrmarke zu applizieren. Alternativ wurden Ohrlochungen durchgeführt, die Anzahl und 
Lokalisierung der Löcher entsprachen einer Tiernummer auf der Käfigkarte. Zum gleichen 
Zeitpunkt wurden 2 mm der murinen Cauda mittels heißer Schere kupiert, um eine eindeutige 
Genotypisierung durchführen zu können. Durch die Hitze werden Blutgefäße sofort 
verschlossen. Die kaudalen Biopsien wurden in einem beschriftetes „Safelock“- 2 ml- 
Eppendorfgefäß bei -80°C aufbewahrt. Die Biopsien wurde post mortem wiederholt. 
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5.5.3. Anfertigen von murinen, epidermalen Kryoschnitten 
Die Mäuse wurden mittels CO2 euthanasiert und dorsal rasiert. Die dorsale Epidermis wurde 
nach einem standardisierten Verfahren präpariert: Sechs nummerierte 1 cm2 große Proben 
wurden nacheinander entnommen (s. Abbildung 42).  
 
 
Abbildung 42: 1 cm2 dorsale epidermale Gewebsproben wurden nach Euthanasie und Rasur entnommen. 
 
Diese wurden in TissueTek, einem Medium aus wasserlöslichen Glykolen und Harzen 
eingebettet und direkt auf Trockeneis schockgefroren (s. Abbildung 43). Die Proben wurden 
luftdicht verschlossen bei -80 °C aufbewahrt.  
 
 
Abbildung 43: Gekrümmte, stabilisierende Einbettung der murinen, dorsalen Epidermis in TissueTek. Die 
Schnittebene markiert die folgende Probenpräparationsebene in dem Kryotom.  
 
Die Proben wurden 30 min vor der Schnittanfertigung in das Kryotom zur Akklimatisierung 
gebracht. Die Haarfollikel wurden longitudinal sektioniert. Diese Schnittebene entstand, sobald 
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betrug -25 °C, die Umgebungstemperatur -19 °C. Die optimale Schnittebene wurde während des 
Schneideprozesses mikroskopisch überwacht. Es wurden drei Kryoschnitte der murinen, 
dorsalen Epidermis pro Adhäsionsobjektträger aufgebracht. Aus jeder murinen, dorsalen 
Epidermisprobe wurden neun Duplikate angefertigt. Diese verblieben bei RT für 2 h um danach 
bei -80 °C gelagert zu werden. 
 
5.5.4. Tierbehandlung mit Dexamethason 
Das künstliche Glukocorticoid Dexamethason wurde auf die zuvor rasierte, murine, dorsale 
Epidermis mit einer Konzentration von 2,5 mg/ml, gelöst in 100 % Aceton, appliziert. Die 
Applikation erfolgte durch eine Zweiteilung des Rückens, sodass jede Maus eine interne 
Kontrolle aufwies: Sinister die Applikation mit Dexamethason, dexter mit Aceton. Durch schnelle 




Pro Maus wurden sechs Proben entnommen. Dies erfolgte drei, sechs und vierundzwanzig 
Stunden post applicationem (p. a.). Jeder Zeitpunkt umfasste eine Versuchsgruppengröße von 
acht Tieren. Diese setzte sich aus drei doppeltransgenen HPV11 URR- lacZ x UBC- E2, drei 
einfach transgenen HPV11 URR- lacZ und zwei einfach transgenen UBC - E2 Mäusen 
zusammen. Letztere stellten die Kontrollgruppe dar. Die Auswertung erfolgte durch das 
Anfertigen von Kryoschnitten mit anschließender X- Gal Färbung und Hellfeldmikroskopie. 
Abbildung 44: Applikationsschema von je 50 µl Dexamethason (2,5 mg/ ml) in 
Aceton. 
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5.5.5. Tierbehandlung mit UVB Licht 
UVB Licht (λ=312 nm) wirkte aktivierend auf die Upstream Regulatory Region (URR) humaner 
Papillomaviren in homo.  
Um den Einfluss von UVB im Mausmodell zu prüfen, wurden Mäuse der drei transgenen 
Mauslinien einer standardisierten UVB Behandlung unterzogen. Jeweils sechs Mäuse wurden 
dorsal rasiert und mittels fünf Prozent Isofluoran Inhalationsnarkose in einer vorgeschalteten 
Narkoseinduktionsbox betäubt und anschließend in die Apparatur zur UVB Bestrahlung gelegt. 
Die Narkose wurde mit vier Prozent Isofluoran aufrechterhalten, Augen und Extremitäten der 
Tiere wurden abgedeckt. Die Tiere wurden mit einer Dosis von 0,9 J/cm2 für 4 min in einem 
Abstand von 50 cm bestrahlt (s. Abbildung 45). Das Erwachen aus der Narkose erfolgte unter 
Supervision. Nach Euthanasie des Versuchstiers, wurden pro Maus sechs Proben entnommen. 
Dies erfolgte 0, 8, 24, 48, 72 Stunden post applicationem (p. a.). Jeder Zeitpunkt umfasste eine 
Versuchsgruppengröße von acht Tieren. Diese setzte sich aus drei doppeltransgenen HPV11 
URR- lacZ x UBC- E2, drei einfach transgenen HPV11 URR- lacZ und zwei einfach transgenen 
UBC- E2 (Kotrollgruppe) Mäusen zusammen. Die Auswertung erfolgte durch das Anfertigen von 
Kryoschnitten, deren X- Gal Färbung und Hellfeldmikroskopie. 
 
 
Abbildung 45: Die UVB Bestrahlung erfolgte unter Isofluoran Inhalationsnarkose mit einer Dosis von 
0,9 J/cm2 für 4 min in einem Abstand von 50 cm. 




Die statistische Auswertung wurde mithilfe des Programms GraphPad Prism5 durchgeführt.  
Der nicht gepaarte T- Test diente dem Vergleich zweier unabhängiger Stichproben mit 
unterschiedlichem Umfang aus zwei normalverteilten (Gaußsche Verteilungskurve) 
Populationen (s. Abschnitt 2.1, 2.3,). Stichproben waren unabhängig voneinander, wenn sie 
zwei unterschiedlichen Grundgesamtheiten entstammten. Dies war der Fall, wenn die Tiere 
einen unterschiedlichen genetischen Hintergrund besaßen oder unterschiedlichen Applikationen 
zu unterschiedlichen Zeitpunkten unterzogen wurden. Datenpunkte, die von einem Versuchstier 
stammten, sogenannte interne Kontrollen, waren abhängige Stichproben und hätten den 
gepaarten T- Test bedingt.  
Der One- Way- Anova Test verglich drei oder mehr unabhängige Stichproben in einem Merkmal. 
Er ging von einer normalverteilten Grundgesamtheit der Stichproben aus (s. Abschnitt 2.3, 2.4, 
2.5) und entsprach dem nicht gepaarten T- Test für eine Stichprobenanzahl >2. 
Der Mann Whitney- U Test war ein parameterfreier Homogenitätstest. Er diente dem Vergleich 
der Verteilung zweier unabhängiger Stichproben von der eine Normalverteilung nicht 
anzunehmen ist. Dies war z. B. bei den Messpunkten der Fluoreszenzintensitätssignale der Fall 
(s. Abschnitt 2.5). 
Der F- Test diente der Varianzanalyse, mithilfe dessen entschieden wurde, ob zwei Stichproben 
aus unterschiedlichen, normalverteilten Populationen sich hinsichtlich ihrer Varianz 
unterschieden. Er diente damit unter anderem zur Überprüfung genereller Unterschiede 
zwischen zwei Populationen (s. Abschnitt 2.5) und seine Nicht- Signifikanz war Voraussetzung 
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AGE  Agarosegelektrophorese 
ANOVA  Analysis of Variance 
AP1  Aktivatorprotein 1 
APS  Amoniumpersulfat 
CCD  Charged- coupled device 
CI  Confidence Interval 
CIN  Cervical intraepithelial Neoplasia 
CIS  Carcinoma in situ 
CTPV  Cotton Tail Papillomavirus 
CTF  Corrected total Fluorescence 
Cy2  Carbocyanin  
DAPI  4′, 6-Diamidin-2-phenylindol 
ECL  Enhanced chemiluminescence 
H2O bidest zweifach destilliertes Wasser 
GRE Glucocorticoid responsive element 
HPV  Humane Papilloma Viren 
ORF  Open Reading Frame 
Ori  Origin of Replication 
mRNA  messenger RNA 
ns  nicht signifikant 
dNTPs Desoxyribonukleosid- triphosphate 
Ori  Origin of Replication 
PBS  Phosphat- buffered saline 
p. c.  post coitum 
PCR  Polymerasekettenreaktion 
PMT  Photomultiplier 
Rpm  Revolutions per minute 
RT  Raumtemperatur 
SD Standardabweichung (Standard Deviation) 
SDS  Sodiumdodecylsulfat 
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siRNA small interfereing RNA 




Sp1  Spezialisierungsprotein 1 
SPF  Specific pathogen free 
TBE Tris-(hydroxymethyl)-aminomethan 
TBS  Tris- buffered saline 
TBST Tris- buffered saline plus Tween20 
TF  Transkriptionsfaktor 
TFBS Transkriptionsfaktorbindungs-stelle 
TEMED N, N, N' ,N' –Tetramethyl- ethylendiamin 
Tris Tris (hydroxymethyl)-aminomethan 
UBC  Ubiquitin C 
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